АКАЛЕМИЯ НАУК ЛАТВИЙСКОЙ ССР 
ИНСТИТУТ ОРГАНИЧЕСКОГО СИНТЕЗА 














ЕЕ 











АНГИОТЕНЗИН 


МОЛЕКУЛЯРНЫЕ 
МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 





отт 


Станислав Геннадьевич Галактионов, 


Григорий Валерьянович Никифорович, 


Гунар Игнатьевич Чипенс, 


Марк Давидович Шендерович 





АКАДЕМИЯ НАУК ЛАТВИЙСКОЙ ССР 
ОРДЕНА ТРУДОВОГО КРАСНОГО ЗНАМЕНИ 
ИНСТИТУТ ОРГАНИЧЕСКОГО СИНТЕЗА 


АНГИОТЕНЗИН 


МОЛЕКУЛЯРНЫЕ 
МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 


= 


РИГА «ЗИНАТНЕ» 1979 








УДК 577.32 
















АНГИОТЕНЗИН: Молекулярные механизмы действия/ 
С. Г. Галактионов, Г. В. Никифорович, 
Г. И. Чипенс, М. Д. Шендерович. — Рига; Зи- 
натне, 1979. — 184 с. 

Книга посвящена рассмотрению основных молекуляр- 
ных механизмов действия тканевого гормона ангиотензина, 
играющего важную роль при регулировании давления 
крови в норме и патологии. В первой главе систематизи- 
рованы оригинальные результаты авторов, характеризую- 
щие спектр стабильных конформаций молекулы ангиотен- 
зина, во второй — рассматривается ее взаимодействие с 
рецепторными структурами. Материалы этих двух глав ис- 
пользуются в третьей главе для анализа структурно-функ- 
циональных отношений в ряду аналогов ангиотензина. 
Наконец, четвертая глава содержит очерк возможных пу- 





тей развития «пострецепторных» этапов реакции гладко- 1 оц 
мышечной клетки на ангиотензин. Табл. 24. ил. 52, библи- 0. Про 
огр. 333 назв. 


тек 
Печатается по решению Редак. 
ционно-издательского совета 
Академии наук Латвийской ССР от 28 июня 1978 года 
к А 
4 ть 
Ах 
м 


д 20504—066 


м р 
М8 (п) —79 19.79.1803000000 © Издательство «Зинатне», 1979 





,е”' 


39 


ОГЛАВЛЕНИЕ 


Основные обозначения 


/ 


Сокращения 
9 


0. Введение 
И 


0.1. Общие сведения о системе ренин—ангиотензин—альдостерон 


0.2. Проблемы изучения структурно- о ЕНЫЕ организации мо- 
лекулы ангиотензина 7. В 


Глава 1 


Конформации молекулы ангиотензина 
р 


1.1. Модели пространственной структуры ангиотензина 


1.2. Тотальный оны поанаоа анализ молекулы 
ангиотензина : 


1.3. Сопоставление экспериментальных и расчетных сведений о струк 
туре ангиотензина За рее раем < РАьы р 


Глава 2 


Рецепторы ангиотензина 
78 


2.1. Специфическое связывание ангиотензина ое, клеточ- 
ных мембран 


2.2. Исследование рецепторов ангиотензина с помощью биологичес- 
ких тестов вер РЕНИ к 


12 


19 


22 


30 
60 


79 








Глава 3 


Структурные аспекты функциональной 
активности аналогов ангиотензина 


110 


3.1. Факторы биологической активности аналогов природного гормона 1] 


3.2. Аналоги ангиотензина с модификацией в положении 1. . . 16 
3.3. Аналоги ангиотензина с модификацией в положении 2. Квази- 
циклизация молекулы ангиотензина как фактор сродства к ре- 


цептору ИЕ > ет . к 18 
3.4. Аналоги ангиотензина с модификациями в положениях 3,5и7 124 


3.5. Аналоги ангиотензина с модификациями в положениях 4, би8 126 


3.6. Возможные конформации остова остатков молекулы ангиотен- 
зина (по данным биологического тестирования). . . . . 28 





Глава 4 
Развитие сократительной реакции 


гладкой мускулатуры 
под действием ангиотензина 


134 
4.1. Изменение ионного баланса клеток гладких мышц. . . . 135 
4.2. Электрический потенциал гладкомышечной клетки. . . . 145 
4.3. Динамика содержания кальция в миоплазме и развитие со- 
И. 149 
4.4. Некоторые эмпирические модели сокращения. . . : : * 157 


Список литературы 
163 





ь 


в 


8) 
м 


,) 


18) 


}9 
57 


фхх® 


ОСНОВНЫЕ ОБОЗНАЧЕНИЯ 


— концентрация агониста в «биофазе» 

— максимальная концентрация агониста в «биофазе» 
концентрация агониста в инкубационной среде 
— концентрация ионов в |-м компартменте 

— концентрация фермента 


энергия ближних внутримолекулярных взаимодей- 
ствий 


— концентрация агониста, вызывающая эффект, 
равный половине максимального 

— свободная энергия 

— число Фарадея 

— электрическая проводимость мембраны 

— постоянная Планка 

— вицинальная константа 

— константа равновесия 


прямая и обратная константы скоростей 

— постоянная Больцмана 

концентрация центров связывания кальция на со- 
кратительных структурах 

— прессорная реакция 

— коэффициент проницаемости 

отрицательный логарифм концентрации антагони- 


ста, снижающей эффект агониста в два раза 
—1< ЕБы 
— отрицательный логарифм константы 

комплекса «агонист—рецептор» 

поверхностная концентрация рецепторов 
— сопротивление 
— универсальная газовая постоянная 
— сигнал 


равновесия 





= 
| 


`ффх — 


вен >-посоЯч 
| 





о 


Основные обозначения 


температура 
время 
потенциальная энергия 
12 Сст 
С 


концентрация «активированных» кальциевых ка- 
налов 


концентрация комплексов «агонист—рецептор» 
внутренняя активность 

химический сдвиг 

диэлектрическая постоянная 

концентрация комплексов «антагонист—рецептор» 


расстояние между потенциальными барьерами 
реакция 


поверхность клетки 
поток ионов 
электрический потенциал 


углы внутреннего вращения 
заряд иона 











СОКРАЩЕНИЯ 


— @-аминомасляная кис- СШ глутаминовая кислота 
лота у-аш у-глутаминовая кис- 

— ацетил лота 

— циклопентан 1-амино, су глицин 
1-карбоновая кислота Ме Су диметилглицин 
(циклолейцин) Н5 Гистидин 

— @-амино-В-этилва- Нуа гидантоиновая кислота 
лерьяновая кислота Нур 3-оксипролин 

— аза-о’-гомотирозин Пе изолейцин 

— а-аминоизомасляная а-Пе алло-изолейцин 
кислота (&-метилала- Гец лейцин 
Нин) Гуз лизин 

— аланин Ме метил 

— В-аланин Ме метионин 

— М-метилаланин ме норлейцин 

— р-аминометилбензой- Муа норвалин 
ная кислота Огп орнитин 

— 3-амино-4-фенилмас- Рне фенилаланин 
ляная кислота Рр пипеколиновая — кис- 

— аргинин лота 

— нитроаргинин Рг пропионовая кислота 

— аспарагин Рго пролин 

— аспарагиновая кис- Руг пироглутаминовая 
лота кислота 

— В-аспарагиновая кис- Р?а В- (пиразолил-3) -ала- 
лота Нин 

— бетаин глицина Заг саркозин 

— диметил-@-аминомас- Зег серин 
ляная кислота Зис янтарная кислота 

— бензойная кислота $ип В-амид янтарной кис- 

— циклогексилаланин лоты 

— циклогексилглицин Та! В-2-тиенилаланин 

— цитруллин ТЬг треонин 

— циклопентилглицин Тгр триптофан 

— этил Туг тирозин 

— глутамин \а! валин 





лота книга 
Ностоящая * 


МХ детали 
1, Разум 


УИ 


акции КЛЕТКИ, 


ение всегда 


ЩИХ На МОЛ 

















0. ВВЕДЕНИЕ 


Настоящая книга задумана как синтетический очерк совре- 
менных представлений о молекулярных основах действия ан- 
гиотензина П. Разумеется, мы не могли полностью игнорировать 
вопросы, касающиеся развития «высших» звеньев вызываемых 
им реакций клетки, ткани или целого организма, однако их 
рассмотрение всегда подчинено нуждам анализа процессов, 
происходящих на молекулярно-мембранном уровне. Б 

Подобное ограничение круга интересов вряд`ли требует спе- 
циального оправдания. Число новых публикаций по различным 
проблемам исследования системы ренин-—ангиотензин—альдо- 
стерон составляет ежегодно несколько сотен, что по порядку 
величины соответствует уровню таких вполне автономных науч- 
ных дисциплин, как квантовая химия или палеонтология, обла- 
дающих традиционными научными школами и сетью специали- 
зированных журналов. 

Разумеется, количество публикаций само по себе еще не сви- 
детельствует о масштабах достигнутых успехов: наши представ- 
ления о молекулярных основах действия ангиотензина все еще 
весьма далеки от ясности, часто перегружены гипотетическими 
элементами. Тем не менее объем накопленных результатов дос- 
таточно представителен для того, чтобы оказались возможными 
некоторые обобщения. Нас будут интересовать исключительно 
идейные аспекты проблемы; методические и экспериментальные 
подробности, а также малоинформативные результаты, как пра- 
вило, не обсуждаются. 
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Введение 


0.1. ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ 
О СИСТЕМЕ РЕНИН—АНГИОТЕНЗИН—АЛЬДОСТЕРОН 


Основной функцией системы ренин—ангиотензин— альдосте- 
рон является регуляция обмена воды и солей у млекопитающих, 
осуществляемая посредством изменения общего кровяного дав- 
ления в организме и биосинтеза некоторых стероидных гормо- 











ГП | 
нов, главным образом альдостерона [6, 23, 227—229, 240, 313, ‚ ОБО” 
318]. а ИНО | 

Центральным объектом управления оказываются почки. то — 3064 
Почки содержат около двух миллионов нефронов — функцио- аНие В КОН 
нальных единиц, в которых происходит фильтрация крови и об- о ЛеЫ 


разование мочи. Каждый нефрон начинается небольшой капсу- 
лой, внутри которой находится клубочек кровеносных капилля- 
ров (рис. 0.1). В стенке приводящей артериолы у места ее 
вхождения в клубочек имеется утолщение, образованное мио- 
эпителиальными клетками, — так называемый юкстагломеру- | 


а) 





НИЛ ВОДНО-СОЛеВО 


61 












Рис. 0.1. Локализация юкстагломерулярных клеток в нефронах. 
а — общая схема строения нефрона; б — схема строения юкстагломеруляр- 
ного аппарата (поперечный срез). 

1 — капсула почечного тельца; 2 — проксимальная часть петли Генле; 8 — 
дистальная часть петли Генле; 4 — собирательная трубка; 5 — афферентная 
(приносящая) артериола; 6 — эфферентная (уносящая) артериола; 7 — плот- 
ное тело (тасша 4епза); 8 — юкстагломерулярные клетки, продуцирующие 

ренин. 
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лярный комплекс. Первичная моча, которая образуется в кап- 
сулах, является, по существу, плазмой крови, лишенной белков. 
Проходя впоследствии различные участки петли Генле, она кон- 
центрируется: происходит реадсорбция воды, глюкозы, амино- 
кислот, витаминов и т. п., а также части минеральных солей. 
Особо необходимо отметить своеобразное строение дистальной 
части петли Генле в районе, где она прилегает к афферентной 
артериоле. В стенке канальца в этом месте наблюдается скоп- 
ление большого количества ядер. Этот участок получил назва- 
ние плотного пятна (тасша 4епза). Здесь локализованы ре- 
цепторы — элементы системы обратной связи, контролирующей 
содержание и концентрацию ионов в плазме. 

Роль системы ренин—ангиотензин-—альдостерон в обеспече- 
нии водно-солевого гомеостаза организма схематически может 
быть представлена следующим образом. В ответ на некоторые 
стимулы (понижение «эффективного» объема крови, падение 
артериального давления, понижение концентрации натрия в 
тасша 4епза и др.) юкстагломерулярные клетки почек выде- 
ляют в кровяное русло фермент ренин, который действует на 
ангиотензиноген — белок @2-глобулиновой фракции плазмы 
крови, отщепляя от него декапептид — проангиотензин, или ан- 
тиотензин Г (АТ-Г). Проангиотензин гидролизуется так называ- 
емым конвертирующим ферментом, который отщепляет С-кон- 
цевой дипептид гистидил-лейцин с образованием высокоактив- 
ного октапептида ангиотензина (ангиотензин И (АТ-П), рис. 0.2). 

Процесс образования ангиотензина П совершается главным 
образом во время циркуляции крови через легкие, т. е. в малом 
круге кровообращения, так как именно здесь локализована 


Ангиотензиноген АЗР-АВС-МАЕ-ТУВ-\УАЕ-Н1$-РВО-РНЕ-Н1 $-ГЕУ-ЕЕЦ-\МАЕ-ТУА-=ЗЕВ-= Х = У =... 


{ 
Ренин Трипсин 


Проангиотензин АбР-АВб-\УАЕ-ТУВ-УАЕ-Н1$5-РВО-РНЕ-Н!$-ГЕЦ 


з АНИ к 


Ангиотензин ТЕ и 
Аминопептидазы Ч 
Ангиотензин АВС-\АГ-ТУВ-\УАС-НТ$-РВО-РНЕ 


Рис. 0.2. Метаболизм ангиотензина. Черными стрелками показано место дей- 
ствия ферментов. 
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основная часть конвертирующего фермента [46]. Конвертирую- 
щий фермент выполняет в организме еще и другую важную 
функцию: участвует в деградации брадикинина; поэтому он 
известен также под названием кининаза И. 


Исследованиями последних лет показано, что отщепление М- 
концевого аминокислотного остатка — аспарагиновой кислоты 
аминопептидазами на различных стадиях образования ангио- 
тензинов (рис. 0.3) может привести к образованию биологи- 
чески активного гептапептида — ангиотензина ПТ (АТ-Ш), ко- 
торый также является эффективным биорегулятором [149], 
индуцирующим, в частности, секрецию альдостерона [167]. Од- 
нако для того чтобы окончательно приписать ангиотензину Ш 
функции природного биорегулятора, следует, по-видимому, про- 
вести дополнительные исследования, связанные с изучением бз- 
ланса ангиотензина И и ангиотензина ПТ в плазме крови в 
норме и патологии, а также детально исследовать образование 
ангиотензинов в Корковом слое надпочечников и печени. Тем 
не менее целый ряд косвенных экспериментальных данных го- 
ворит в пользу этого предположения: так, например, рецепторы 
ангиотензина, расположенные на клетках коркового слоя над- 
почечника, показывают более высокое сродство к АТ-ПТ, чем к 
АТ-П. В этой же системе некоторые аналоги АТ-ПТ являются 
более сильными антагонистами АТ-П и АТ-ПТ, чем соответст- 
вующие аналоги октапептида ангиотензина [143]. 


В очистке и изучении ренина в последние годы достигнут 
значительный прогресс [224]. Ренин из свиных почек выделен 


АЗР-АВб-\/АЕ-ТУВ-\/АЕ-Н1$-РВО-РНЕ-Н1$-ГЕЦ 


Аминопептидазы 


Кининаза 11 


АВС-\АЕ-ТУК-\АЕ-Н1$-РВО-РНЕ-Н1$-ЕЕЦ 


А АЗР-АВС-\/АЕ-ТУВ-\АТ-Н1$-РВО-РНЕ 
Кининаза 11 


Аминопептидазы 





АВб-\/АТ-ТУВ-\АЕ-Н1$ -РВО-РНЕ 


Рис. 0. 
ис. 0.3. Возможные пути образования ангиотензина Ш в организме 



































































































15 





Введение 


с выходом около 25 и с высокой степенью очистки — около 
180 тыс. раз. Установление первичной структуры ренина, но- 
видимому, является вопросом ближайшего будущего. В орга- 
низме человека обнаружено несколько высокомолекулярных 
предшественников ренина, а также несколько различных его 
форм, различающихся по ферментативной активности, что зна- 
чительно затрудняет получение однородного препарата. Моле- 
кулярная масса этих форм оценивается величиной 39500 Д. 
Как ренин, так и ангиотензин обладают известной видовой спе- 
цифичностью. Например, ангиотензиноген, выделенный из 
плазмы крови овцы, имеет молекулярную массу около 52000 Д 
[252]; молекула ангиотензиногена человека примерно в 2 раза 
крупнее овечьего (молекулярная масса около 110000 Д [251]. 

Обработкой ангиотензиногена лошади трипсином выделен 
тетрадекапептид — ТДИ [197], фрагмент субстрата ренина. Его 
первичная структура показана на рис. 0.2. Этот пептид — 
весьма удобный модельный субстрат для изучения процесса 
образования ангиотензина И. Полагают, что С-концевая ами- 
нокислота ТДП (серин) образует сложноэфирную связь с кар- 
бонильной группой остатков аргинина или лизина, расположен- 
ных у М-конца молекулы ангиотензиногена. Полная структура 
ангиотензиногена не установлена; по-видимому, его макромоле- 
кулярная часть обеспечивает защиту ТДП от неспецифического 
расщепления ангиотензиназами плазмы и рениноподобными 
ферментами. 

Ангиотензинпревращающий (конвертирующий) фермент (ки- 
ниназа П) по своей химической природе является гликопроте- 
идом. Фермент относительно прочно связан с клеточными мем- 
бранами: его удается выделить лишь В частично очищенном 
виде [142]. Характер специфичности этого фермента иллюстри- 
рует рис. 0.4. Кининаза И атакует пептидную связь между ами- 
нокислотными остатками 1 и 2, причем в этих положениях мо- 
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Рис. 0.4. Общая структура субстратов конвертирующего фер- 
мента (кининаза ИП). 
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гут находиться любые остатки природных аминокислот, за ис- 
ключением пролина; положение 3 должна занимать аминокис- 
лота со свободной карбоксильной группой, но не дикарбоновая 
аминокислота. Кининаза И содержится как В легких, таки в 
других тканях. В малом круге кровообращения в легких обра- 
зуется 30—50% ангиотензина; остальное количество ангиотен- 
зина генерируется в периферических кровеносных сосудах 
[141 142]. 

В настоящее время выделено два типа ангиотензинов, раз- 
личающихся аминокислотной последовательностью: ангиотен- 
зин П, выделенный из плазмы крови быка, с аминокислотным 
остатком валина в пятом положении, и ангиотензин П, выде- 
ленный из плазмы лошади или свиньи, содержащий в пятом 
положении изолейцин: 


Азр'-Аго?-УаВ-Туг-Уа-Н1з6-Рго’-Р|Нез 
Азр!-Агэ?-\а13-Туг*-Пез-Н1$5-Рго’-Р|Не8 


Выделены также ангиотензин Е из крови петухов [220] и 
ангиотензин $ [221] из змей Еарйе сИтосорпога, имеющие сле- 
дующее строение: 


Азр-Агв-\Уа1-Туг-Уа1-Н1з-Рго-РНе-Н!з-Геи 
Х-Азр-Ага-\а1-Туг-Уа1-Н!з-Рго-Рне-Туг-Геи 


Структуры этих ангиотензинов различаются лишь С-конце- 
вым дипептидом, отщепляемым кининазой П; следовательно, 
можно говорить об определенном консерватизме структуры ан- 
гиотензина П. 

Ангиотензин П обладает широким спектром биологического 
действия [6, 23, 52, 227—229, 240, 313, 318]. Наиболее сущест- 
венное влияние он оказывает: 1) на перифериальные арте- 
риолы, поддерживая артериальное давление; 2) на корковый 
слой надпочечников, стимулируя синтез и освобождение аль- 
достерона; 3) на почечные артериолы и юкстагломерулярный 
аппарат почек, изменяя гемодинамику и секрецию ренина. 

„Что касается проангиотензина, то выраженной биологичес- 
кой активностью он не обладает, однако в биологических тест- 
системах всегда присутствует некоторое количество кини- 


назы П, вызывающей его расщ 
; епление с высвобож Н- 
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Наиболее хорошо изучено действие ангиотензина на гладкую 
мускулатуру сосудов и тканей, обусловливающее важные вто- 
ричные эффекты — повышение кровяного давления и измене- 
ние кровообращения. Изменение кровообращения в почках, в 
свою очередь, влияет на диурез и выделение электролитов. Ан- 
гиотензин вызывает сокращение гладкой мускулатуры (крове- 
носные сосуды, матка, кишечник, мочевой и желчный пузырь 
и др.) уже в концентрациях 10-8—10-9 г/мл. Одним из наиболее 
чувствительных объектов является изолированная матка крысы 
(пороговая доза 10-1 г/мл). Обычным лабораторным тестом оп- 
ределения активности ангиотензина служит уровень повышения 
кровяного давления у анестезированных крыс. Пороговая доза 
ангиотензина в этом тесте составляет примерно 0,01 мкг/кг. 
Линейная зависимость между дозой препарата и величиной от- 
вета сохраняется вплоть до 10 мкг/кг [52]. Для измерения ак- 
тивности ангиотензина в свое время были предложены специ- 
альные системы единиц — Гольдблата [163] и Грина—Бампаса 
[169], однако в настоящее время для любого препарата или 
аналога ангиотензина оценивается лишь относительная актив- 
ность (в процентах) по сравнению со стандартом — синтети- 
ческим [1-аспарагиновая кислота, 5-валин]-ангиотензином. 

Одной из наиболее важных функций системы ренин_-ангио- 

тензин—альдостерон является регуляция натриевого баланса, 
которая осуществляется действием ангиотензина непосредет- 
венно на почки, а также через включение минералокортикоид- 
ной системы (прежде всего альдостерон). Альдостерон, синтез ко- 
торого непосредственно индуцируется ангиотензином, вызывает 
переход натрия из клеток в тканевую жидкость, что приводит 
к увеличению его концентрации. Вследствие этого увеличива- 
ется количество плазмы крови, повышается кровяное давление, 
возрастает объем клубочковой фильтрации. Наоборот, понижен- 
ная секреция альдостерона приводит к увеличению содержания 
электролитов в клетках, что вызывает переход воды из межкле- 
точной среды внутрь клеток и падение кровяного давления. 
Необходимо отметить, что ангиотензин высвобождает из мозго- 
вого вещества надпочечников также адреналин, усиливая Та- 
ким образом свой прессорный эффект (рис. 0.5). 

В последние годы интенсивно изучается взаимодействие сис- 
темы ренин—ангиотензин и центральной нервной системы. Од- 
ним из элементов регуляции секреции ренина является симпа- 
тическая нервная система. Возбуждающее действие симпатичес- 
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18 
ее Ен 
Введение 


ких нервов в почках опосредуется В-ядренергичесние ый 
торами, расположенными В юкстагломерулярном : ый га 
Стимулирование соответствующих областей мозга (меди а 06- 
опа, гипоталамус, участки среднего мозга и др.) увеличи- 
вает секрецию ренина. Кроме того, ц.н.с. имеет свою собствен- 
ную, независимую от почек систему ренин-—ангиотензин, функ- 
ции которой еще не установлены [157, 289]. Полагают, что в 
цн.с. образование ангиотензина служит сигналом жажды. УСс- 
тановлено, что введение ангиотензина непосредственно в спин- 
номозговую жидкость вызывает: 1) появление сильной жажды, 
2) повышение кровяного давления, 3) увеличение секреции ва- 
зопрессина и 4) увеличение секреции АКТГ. Эти же эффекты 
вызывает инъекция ренина в вентрикулы мозга. 

Этот весьма лаконичный перечень иллюстрирует роль сис- 
темы ренин—ангиотензин—альдостерон в регулировании водно- 
солевого равновесия и гемодинамики организма. Более полная 
информация о системе ренин—ангиотензин—альдостерон содер- 
жится в монографии [65]. 
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Рис. 0.5. Схема регуляции системы ренин—ангиотензин—альдостерон. 
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0.2. ПРОБЛЕМЫ ИЗУЧЕНИЯ СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
ОРГАНИЗАЦИИ МОЛЕКУЛЫ АНГИОТЕНЗИНА 


Хотя первые данные о существовании системы ренин—ан- 
гиотензин были получены еще в конце ХХ в., однако лишь в 
середине 50-х гг. нашего столетия Скеггс [59] и его сотрудники 


з получили высокоочищенные препараты проангиотензина и ан- 
гиотензина из плазмы лошади и установили их аминокислотный 
состав. 


Первичная структура ангиотензина и проангиотензина, вы- 
деленных из плазмы крови лошади и быка, была установлена 
в 1956 г. [138, 310]. Годом позже две группы ученых в Швей- 
царии и США почти одновременно и независимо друг от друга 
сообщили о синтезе [5-Пе|-ангиотензина [92, 130]. В 1957 г. 
был синтезирован также [1-Азп, 5-Уа]-ангиотензин [325]. Син- 

тезированные препараты еще не обладали полной биологической 

активностью природного гормона, так как в процессе синтеза 

не удавалось предотвращать частичную рацемизацию. Однако 
уже в 1961 г. Аракава и Бампас синтезировали ангиотензин, по 
активности и спектру действия неотличимый от природного гор- 
мона [78]. Проангиотензин с валином в положении 5 был син- 
тезирован Швицером в 1958 г. [305]. 

Успехи химиков-синтетиков послужили толчком к интенсив- 
ному исследованию структурно-функциональных отношений в 
ряду аналогов ангиотензина. Как известно, отдельные функцио- 
нальные группы, входящие в состав молекулы природного био- 
регулятора, в неодинаковой степени участвуют в реализации 
функционального акта. Некоторые из них вносят основной 
вклад, образуя так называемый активный центр, другие выпол- 
няют лишь поддерживающую функцию либо вообще не прини- 
мают в нем участия [49, 297]. 

Определенная функциональная роль принадлежит также 
элементам структуры, не связанным жестким образом с какой- 
либо определенной группой; это прежде всего относится к фик- 
сации взаимного расположения отдельных частей молекулы в 
пространстве. Анализ структурно-функциональной организации 
молекулы биорегулятора предполагает выявление подобных за- 
кономерностей. 

Помимо этого можно говорить о существовании определен- 
ной пространственно-временнбй организации взаимодействия 
гормона и рецептора, так как вполне вероятно, что отдельные 
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ючаются во взаимодействие не одновременно, 


группировки вкл 
а в определенной последовательности. › 
Изучение структурно-функциональной орган 


изации молекул 


и пространственно-временной организации процесса их взаимо- 
действия с рецепторами является необходимой предпосылкой для 
понимания механизма действия природных биорегуляторов на 
молекулярном уровне. 

Установление структурно-функциональной организации гор- 
монов имеет большое значение также для целенаправленного 
создания новых лекарственных препаратов на базе природных 
биорегуляторов. Например, если из молекулы гормона удается 
селективно элиминировать группировки, участвующие в актива- 
ции рецептора, сохраняя те, которые обеспечивают специфичес- 
кое комплексообразование, может быть получен антагонист при- 
родного гормона, пригодный для разнообразных диагностичес- 
ких и терапевтических целей. 

Таким образом, мощным инструментом исследования струк- 
турно-функциональных отношений оказывается синтез аналогов 
природного гормона и соотнесение типа структурной модифи- 
кации с характером сдвигов биологической активности. Ангио- 
тензин представляет собой чрезвычайно удобный объект для 
анализа такого рода, занимая среди пептидных гормонов одно 
из первы у 
О Ева нии морекуды 
гиотензина являются одним из ны оС Е анАЙ 

- х объектов анализа в 
настоящей работе. 
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Анализ факторов пространственной структуры, определяю- 
щих биологическую активность пептидных гормонов, не может 
быть в настоящее время выполнен столь однозначным образом, 
как это удалось сделать в случае некоторых низкомолекуляр- 
ных биорегуляторов, например гамма-аминомасляной кислоты 
[2]; тем не менее попытки осмыслить механизм взаимодейст- 
вия гормона с рецептором на основе некоторых представлений 
о пространственном строении молекулы гормона предпринима- 
лись неоднократно, в том числе и применительно к ангиотен- 
зину [196, 262]. 


Предполагается, что реализация такого взаимодействия 
требует наличия определенной пространственной структуры эф- 
фектора, которая в известной мере комплементарна простран- 
ственной структуре рецептора. Это не означает, однако, что 
молекулы биологически активных олигопептидов, подобно моле- 
кулам белков, обладают в растворе лишь одной, уникальной 
конформацией. Напротив, целый ряд экспериментальных и тео- 
ретических данных свидетельствует о том, что молекула олиго- 
пептида в растворе обладает целым набором сравнимых по 
стабильности конформеров, причем это справедливо даже в отно- 
шении циклических пептидов, обладающих сравнительно высо- 
кой «конформационной жесткостью» [230]. В частности, именно 
наличием набора практически одинаково стабильных конфор- 
меров можно объяснить, например, изменение усредненных кон- 
формационных характеристик молекул пептидов при смене ра- 
створителя, которая сопровождается, как правило, изменением 
формы КД-спектров молекулы [230], или повышение значения 
времен спин-решеточной релаксации отдельных частей моле- 
кулы [105, 329]. 








22 


ПЕ ИЕН 
Глава 1 


Таким образом, современные представления 00 ‚эффектор- 
рецепторном взаимодействии предполагают, с че стороны, 
вполне определенную пространственную структуру пептидного 
эффектора в составе гормон-рецепторного комплекса, а ‚с дру- 
гой — возможность существования в растворе нескольких почти 
равных по стабильности конформеров. В связи с этим возникли 
типотезы о существовании в числе стабильных структур моле- 
кулы в растворе так называемой «биологически активной» кон- 
формации [140, 206, 323], характерной для процесса связыва- 
ния молекулы с рецептором, либо о наличии в составе моле- 
кулы «конформационно жестких» участков [16, 301], которые 
ответственны главным образом за связывание с рецептором. 
Однако важно подчеркнуть, что в любом случае исследование 
молекулярных механизмов процесса гормон-рецепторного взаи- 
модействия невозможно без детальных сведений о полном 
спектре конформеров молекулы пептидного эффектора, пред- 
ставленных в растворе. Поэтому корректная постановка задачи 
определения пространственной структуры олигопептида должна 
формулироваться как выявление и описание каждого из кон- 


формеров, образующих набор стабильных конформаций моле- 
кулы. 


1.1. МОДЕЛИ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ 
АНГИОТЕНЗИНА 


Современное состояние интерпретационных возможостей фи- 
зико-химических методов исследования пространственной струк- 
туры низкомолекулярных пептидных гормонов в растворе не 
позволяет осуществить решение прямой задачи — определения 
конформации молекулы по данным экспериментальных измере- 
ний. Возможности получения вполне надежной информации та- 
кого рода методами рентгеноструктурного анализа также огра- 
ничены из-за препаративных трудностей, обусловленных весьма 
слабой способностью большинства низкомолекулярных пептидов 
к кристаллизации. Более того, даже если в некоторых случаях 
удается подобрать условия, благоприятствующие кристаллиза- 
ции, получаемые кристаллы могут оказаться непригодными для 
целей рентгеноструктурного анализа (так, например, несмотря 
на принципиальную возможность получения кристаллов ангио- 
тензина [109], рентгеноструктурный анализ этого соединения до 
сих пор не выполнен). Кроме того, применение рентгенострук- 
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турного анализа для исследования пространственной структуры 
пептида связано с еще одним принципиальным ограничением: 
такого рода анализ способен охарактеризовать лишь одну из 
стабильных структур молекулы, т. е. задача описания полного 
набора стабильных структур не может быть решена с его по- 
мощью. 

С другой стороны, любые экспериментально измеряемые ха- 
рактеристики конформационных состояний молекулы олигопеп- 
тида в растворе представляют собой некоторую усредненную 
величину, отражающую вклад всех стабильных конформеров 
молекулы. Это относится как к данным об отдельных структур- 
ных элементах: расстояниях между некоторыми функциональ- 
ными группами (флюоресцентный анализ, ЭПР), сравнительной 
подвижности различных частей молекулы (С-ЯМР-спектро- 
скопия, титрование), вовлечении тех или иных протонов моле- 
кулы в водородные связи или’ экранировании их от воздействия 
растворителя ('Н-ЯМР-спектроскопия, кинетика изотопного об- 
мена), так и к сведениям об общей форме молекулы и ее изме- 
нениях (КД-, ИК- и рамановская спектроскопия, диализ на тон- 
ких пленках). Таким образом, надежную характеристику той 
или иной детали пространственной структуры молекулы можно 
получить лишь при условии; что такая деталь присутствует во 
всех стабильных конформерах молекулы, т. е. стабильные кон- 
формеры сходны между собой по пространственной организа- 
ции. Это условие, однако, налагает существенные ограничения 
на искомый набор стабильных конформаций молекулы, предпо- 
лагая, по существу, значительное снижение конформационной 
подвижности молекулы. Очевидно, что наибольший успех в при- 
менении традиционных физико-химических методов может быть 
достигнут в случаях исследования соединений, валентная струк- 
тура которых значительно ограничивает конформационную под- 
вижность: в самом деле, по-видимому, наиболее ярким приме- 
ром детального описания пространственной структуры пептида 
в неполярном растворителе с помощью средств физико-хими- 
ческого эксперимента (главным образом, ЯМР-спектроскопии) 
может служить исследование циклического антибиотика — ио- 
нофора валиномицина [28]. 

Однако ясно, что априори нет оснований полагать, что все 
наиболее стабильные конформеры молекулы пептида (в особен- 
ности линейного) сходны между собой. В связи с этим возни- 

кает чрезвычайно серьезная проблема «выделения» из усред- 
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ненной экспериментальной характеристики вклада, обусловлен- 
ного присутствием того или иного конформера. Чисто экспери- 
ментальные приемы, применяемые для решения этой проблемы 
(например, изменение рН и ионной силы растворителя, которое 
должно сопровождаться изменениями набора стабильных кон- 
формаций молекулы [230] ), могут, очевидно, привести лишь к 
частичному «разделению» тех или иных групп конформеров. 
В то же время корректная квантовомеханическая интерпрета- 
ция данных эксперимента не только является весьма сложной 
в методическом и вычислительном аспектах (см., например, 
[205]), но и предполагает опять-таки, что набор стабильных 
конформаций молекулы известен. 

Сказанное можно дополнить замечанием о том, что данные, 
полученные с помощью различных физико-химических методов, 
в значительной степени неравнозначны с точки зрения деталь- 
ности информации о пространственной структуре молекулы; это 
означает, в частности, что сравнительно надежные сведения 
могут быть получены лишь при комплексном применении не- 
скольких методов. В противном случае возможны грубые 
ошибки интерпретации; показательным примером служит упо- 
мянутое в [230] исследование структуры антибиотика грами- 
цидина $ средствами КД-спектроскопии: КД-спектры грамици- 
дина $ оказались почти идентичными характерным спектрам 
а-спиральной структуры, однако применение других. методов 
физико-химического эксперимента, включая рентгеноструктур- 
ный анализ, позволило с уверенностью исключить эту структуру 
молекулы грамицидина $ из числа возможных. Кроме того, сле- 
дует считаться и с тем обстоятельством, что не только данные, 
относящиеся к различным экспериментальным методам, но и 
результаты экспериментов, проводимых различными авторами 
по сходным экспериментальным методикам, подчас явно проти- 
воречат друг другу (ср., например, [57, 233]). 

Проиллюстрируем сказанное примерами, относящимися не- 
венной структуры молекулы ангиотензина [57.104 285.248 
330]; почти все такие модели п В ОА: > 
обобщения некоторой совокупност Е оыт 

) и данных физико-химического 
эксперимента (исключение составляет лишь набор структур, по- 
р в [117] расчетными средствами, который более ‘под- 
дить а лее 

ратно обсуждались [117, 306], в 
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связи с чем здесь уместно ограничиться лишь их кратким опи- 
санием. 

а-Спиральная структура. Модель, предложенная в работе 
[57] на основании интерпретации спектров ДОВ и некоторых 
соображений, связанных с функциональной активностью раз- 
личных аналогов ангиотензина, включает следующие элементы: 
аминокислотные остатки Азр'-Пез образуют виток правой @а-спи- 
рали, а остальная часть молекулы располагается так, что три 
функциональные группы, существенные для проявления биоло- 
гической активности (С-концевая карбоксильная группа и аро- 
матические кольца остатков Туг“ и Р|ез), оказываются про- 
странственно сближенными (рис. 1.1). Структура стабилизиру- 
ется тремя водородными связями. Следует отметить, что после- 
дующие исследования с использованием ДОВ- и КД-спектроско- 
пии дали [102, 104, 145, 233, 317] большое количество аргумен- 
тов против такой пространственной организации молекулы ан- 
гиотензина. 

Состояние статистического клубка. В работе [233] на осно- 
вании данных потенциометрического титрования, ДОВ и водо- 
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Рис. 1.1. Модель @-спиральной структуры молекулы ан- 
гиотензина [57]. 
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а высказывается предположение о су- 


шествовании неупорядоченной конформации ангиотензина в 
водном растворе. Однако этой гипотезе противоречат данные 
диализа [146, 148], спектроскопии КД [102, 145, 317], а также 
ЯМР-спектроскопии [105, 159, 225]. К 
Структура, предполагающая ион-дипольное взаимодействие 
(156) МНт.. -ООС(РНе?). На основании спектров ЭПР ана- 
лога С-концевого трипептида, в котором боковая цепь остатка 
Н!56 заменена свободнорадикальной системой, обладающей 
сходными стерическими и электронными свойствами, была пред- 
ложена модель пространственной организации С-концевой части 
молекулы ангиотензина, в которой имидазольное кольцо гисти- 
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дина и С-концевая карбоксильная группа пространственно 
сближены и образуют связь ион-дипольного типа [330]. Авторы 
предполагают, что полученное таким образом 11-членное кольцо 
дополнительно стабилизируется водородной связью между груп- 
пой МН остатка РНез и группой СО остатка Н1з8 (рис. 1.2). 
Подобная модель структуры молекулы ангиотензина не согла- 
суется, однако, с данными титрования ионогенных групп [158, 
182, 189, 233, 317]. 

Структуры л-и В-витков. Результаты изучения кинетики 
изотопного обмена [249], а также ряд соображений о гидрофоб- 
ных взаимодействиях, стабилизирующих структуру молекулы, 
привели авторов работы [248] к гипотезе о двух возможных 
структурах ангиотензина: у- и В-витках. Модель у-витка (рис. 1.3) 
характеризуется наличием прочной линейной водородной связи, 
образуемой группами МН остатка Уа и СО остатка УаЁ, 
а также более слабой, деформированной водородной связи 
\Уа5МН...О=<СУаВ. Боковые цепи остатков \а!8, УаЁ и Ту“ 
расположены близко друг к другу по одну сторону у-витка. 
Кольцо фенилаланина приближено к образующемуся гидро- 
фобному кластеру за счет цис-конформации пептидной связи 
Н158-Рго’. 

Модель В-витка содер- 
жит две линейные водо- 
родные связи: УаВ8 МН... 
. ФФ ЕН® и Н155 
М-—Н...О=<СУавВ. Боко- 
вые цепи остатков Уай, 
\Уа[5 и Туг“ также распо- 
ложены по одну сторону 
молекулы, но расстояние 
между ними в модели 
В-витка несколько боль- 
ше, чем в модели у-витка. 
Пептидная связь Н156- 
Рго’ имеет в этом слу- 
чае транс-конформацию 
(рис. 1.4). 

Кросс-В-формы (Ти 
ИП). Еще одна модель про- Рис. 1.3. Стереорисунок молекулы ангиотен- 
странственной структуры зина в конформации \у-витка (построен по 


Е. значениям углов внутреннего вращения, 
ангиотензина (в органи- приведенным в [248]). 











28 
рае АЕ 
Глава 1 


ческих растворителях) 
предложена на основании 
данных КД- и ИК-спек- 
троскопии [71, 74, 102, 
145, 317]. Согласно этой 
модели, молекула ангио- 
тензина в органических 
растворителях имеет 
структуру  кросс-В-типа, 
характеризующуюся дву- 
мя изгибами полипептид- 
ной цепи, один из кото- 
рых образуется остатками 
\Уа13, Туг“ и Уа[, а дру- 


гой достигается цис-кон- 
Рис. 1.4. Стереорисунок молекулы ангиотен- д 8 


Й Й 
зина в конформации В-витка (построен по фитурацией НО, 
значениям углов внутреннего вращения, связи Н1$6-Рго’. В этой 

приведенным в [248]). модели (кросс-В-форма 1; 


рис. 1.5) оказываются 


сближенными гидрофоб- 
ные боковые цепи остатков \а!3 и РБе8, указание на взаимо- 


действия которых содержится, по мнению авторов, в темпера- 
турной зависимости КД-спектров ангиотензина, а виток в С-кон- 
цевой части молекулы стабилизируется водородной связью 
РвеёгМ—Н...О=<СН!55. 

В работе [306] высказано предположение, что авторы мо- 
дели кросс-В-формы 1 «переинтерпретируют» имеющиеся у них 
экспериментальные данные и сообщают своей модели такие де- 
тали, которые не могут быть получены методами КД- или ИК- 
спектроскопии. Это замечание кажется тем более 
вым, что те же данные КД- и ИК-спектроскопии, д 
результатами ЯМР-спектроскопии, послужили основой для еще 
одной модели с изгибом кросс-В-типа — кросс-В-формы П 
(рис. 1.6), предложенной теми же авторами [104]. Эту модель 
характеризуют изгиб типа В-витка в районе остатков Азп!-Аго?- 
\Уа! и изгиб в „раионе остатка Рго’, причем пептидный остов 
рассматриваемой структуры стабилизируется пятью водород- 
ными связями. М- и С-концы молекулы оказываются сближен- 
ными, пептидная связь Н156-Рго7 имеет транс-конформацию. 

На примере моделирования пространственной структуры мо- 
лекулы ангиотензина по результатам физико-химических экспе- 
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Рис. 1.5. Модель во. Г молекулы ангиотензина 
74]. 


риментов можно с наглядностью убедиться в том, насколько 
трудной является задача прямой интерпретации таких резуль- 
татов. В самом деле, помимо того, что семь описанных выше 
моделей пространственной структуры молекулы ангиотензина 
противоречат друг другу во многих деталях, каждая из них 
представляет собой лишь одну из возможных структур моле- 
кулы, удовлетворяющих требованиям данного эксперимента. 
В то же время ни одна из этих моделей, как будет показано 
ниже (см. раздел 1.3), не удовлетворяет всей совокупности экс- 
периментальных сведений о пространственной структуре моле- 
кулы ангиотензина. 

Поэтому естественно, что внимание исследователей обраща- 
ется к обратной задаче — установлению круга стерически со- 
стоятельных структур молекулы ангиотензина, среди которых 
оказалось бы возможным выделить набор конформаций, удов- 
летворительно согласующийся со всеми наличными эксперимен- 
тальными данными. Эта задача может быть в принципе решена 
средствами так называемого тотального теоретического конфор- 
мационного анализа [9, 13, 256, 277], позволяющего оценить 
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Рис. 156. Модель кросс-В-формы молекулы ангиотензина [104]. 


стабильность каждой из возможных кон 
помощью расчета внутримолеку 
чае — энергии вз 


формаций молекулы с 
лярной энергии и в общем слу 
аимодействия с растворителем. 


1.2. ТОТАЛЬНЫЙ ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ КОНФОРМАЦИОННЫЙ 
АНАЛИЗ МОЛЕКУЛЫ АНГИОТЕНЗИНА 


Существующие методы 
анализа различаются по фи 
основу расчета конформаци 
методы, рассматривающие 
ядерную систему, 
однако затруднен: 
ное, чрезвычайно 


теоретического конформационного 
зическим моделям, положенным в 
онной энергии. Квантовохимические 
молекулу как единую электронно- 
являются, вообще говоря, более корректными, 
я, связанные с их параметризацией, и, глав- 
громоздкие вычислительные процедуры прак- 
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Глава 1 


В рамках полуэмпирического конформационного анализа об- 
щая постановка задачи определения полного набора стерически 
состоятельных структур молекулы олигопептида заключается в 
последовательном ограничении круга возможных конформаций 
молекулы, причем критерием в этом случае служит внутримо- 
лекулярная конформационная энергия, величина которой опре- 
деляется, как уже указывалось, всей совокупностью внутримо- 
лекулярных взаимодействий. Тем не менее оценки ряда авторов 
[34, 244] показали, что в случае пептидных молекул удается 
провести некоторую дифференциацию внутримолекулярных 
взаимодействий с точки зрения удаленности взаимодействующих 
атомов вдоль главной валентной цепи и роли соответствующих 
взаимодействий в стабилизации пространственной структуры 
молекулы. Принято раздельно рассматривать взаимодействия, 
определяющие локальные стерические условия, т. е. взаимодей- 
ствия между атомами, входящими В состав одной дипептидной 
единицы молекулы; ближние взаимодействия, или взаимодей- 
ствия внутри фрагментов из нескольких аминокислотных остат- 
ков, соседних по расположению в аминокислотной последова- 
тельности, и дальние взаимодействия, или взаимодействия 
между атомами остатков, значительно удаленных друг от друга 
в аминокислотной последовательности. (Некоторые авторы 
пользуются терминами «ближние», «средние» и «дальние» вза- 
имодействия.) 

Локальные стерические условия дипептидных единии, хорошо 
изученные с помощью теоретического конформационного ана- 
лиза в попарно-аддитивном приближении [14, 202], по очевид- 
ным причинам должны играть весьма существенную роль в 
ограничении конформационной свободы аминокислотного ос- 
татка. Это предположение полностью согласуется с данными 
рентгеноструктурного анализа белков и пептидов; действительно, 
даже в молекулах белков, для которых вклад дальних взаимо- 
действий особенно велик, экспериментально обнаруженные зна- 
чения углов внутреннего вращения пептидного остова — Фи | 
отдельных аминокислотных остатков, как правило, попадают В 

стерически «разрешенные» области карт этих остатков (рис. 1.7). 
Более того, значения углов внутреннего вращения в боковых 
цепях, полученные из данных рентгеноструктурного анализа, 
также (хотя и в меньшей степени) близки к расчетным. Таким 
образом, можно с уверенностью утверждать, что круг возмож- 
ных конформаций отдельных аминокислотных остатков, обра- 
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зующих пептидную молекулу, определяется их локальными 
стерическими условиями. 

Следует, однако, подчеркнуть, что в пределах энергетически 
«разрешенных» областей конформационных карт аминокислот- 
ные остатки обладают заметной конформационной подвижно- 
стью, т. е. имеют непрерывный спектр конформаций. Выбор 
данным остатком некоторой конформации из этого спектра оп- 
ределяется всей совокупностью ближних и дальних взаимодей- 
ствий в пептидной молекуле. Эти же взаимодействия во многом 
определяют выбор данным остатком по локальным стерическим 
условиям той или иной из имеющихся для него областей 
«разрешенных» конформаций. Именно проблема «выбора» для 
каждого аминокислотного остатка окрестности того или иного 
локального минимума конформационной энергии является цен- 
тральной в процессе поиска наиболее стабильной конформации 
молекулы пептида методами теоретического конформационного 
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Рис. 1.7. Стерические условия остова дипептидных единиц аминокислотных 

остатков, потенциальные карты монопептидов: а — остатка, содержащего 

СВ-атом: б — глицина: в — пролина. Цифры на картах обозначают уровни 
эквипотенциалей (ккал/моль). 
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анализа. Первичная классификация конформаций молекулы 
осуществляется обычно на основе поворотно-изомерного при- 
ближения, а процедура анализа предполагает получение неко- 
торых оценок стабильности всех возможных сочетаний конфор- 
маций отдельных аминокислотных остатков, соответствующих 
различным локальным минимумам конформационнои энергии 
дипептидных единиц остатков. 

Как показывают данные теоретического и эксперименталь- 
ного изучения пространственной структуры белков и пептидов, 
для дипептидных единиц Г-аминокислот, встречающихся в бел- 
ках («монопептиды»), характерны, как правило, три области 
низкоэнергетических конформаций пептидного остова: В (Ф-> 
— — 140°, ф- 140°), В (ф— — 100°, ф-— —50°), Г (ф—40°, ф- 
—60°) (см. рис. 1.7). (Обозначения углов даны в соответствии 
с [185].) Исключение составляют остатки глицина (появление 
области Н (ф-— 80°, ф- — 80°)) и пролина (исключение обла- 
сти Г.) (см. рис.1.7). Необходимо заметить также, что для ами- 
нокислотных остатков, предшествующих в аминокислотной по- 
следовательности пролину, область К оказывается энергетически 
«запрещенной» [19, 111]. Наконец, в ряде расчетных работ 
(например, [45]) содержится утверждение о наличии значи- 
тельной стерически разрешенной области в окрестности мини- 
мума Н на картах неглициновых остатков; следует указать, 
однако, на отсутствие надежных экспериментальных данных, в 
первую очередь данных рентгеноструктурного анализа, под- 
тверждающих наличие конформации такого типа в остове не- 
глициновых остатков исследованных белков и пептидов. 

Число минимумов конформационной энергии одного остатка, 
определяемое его локальными стерическими условиями, колеб- 
лется в зависимости от типа аминокислотного остатка от не- 
скольких единиц до нескольких десятков: это означает, что число 
возможных конформаций олигопептида, состоящего из и остат- 
ков, можно грубо оценить как 10”; ясно, что уже при п=5—7 
простой перебор всех возможных конформаций олигопептида 
не имеет смысла. Поэтому основной проблемой теоретического 
конформационного анализа олигопептидов становятся разра- 
ботка и обоснование некоторых методических приемов, позволя- 
ющих, с одной стороны, как можно более ограничить круг кон- 

формаций, подлежащих рассмотрению на каждом этапе рас- 
сне а с другой — гарантировать, что ни одна из отенииазьйо 
стабильных конформаций не окажется при этом отброшенной. 






































































СТИ 
ление 
обла: 
г ами: 
›й пО- 
чески 
работ 
начи- 
МИНИ: 
азать, 


35 





Конформации молекулы ангиотензина 


Алгоритм, удовлетворяющий, в принципе, сформулирован- 
ным выше условиям, был предложен в работе [15]; его суть 
состоит в расчете конформационных энергий И олигопептидных 
фрагментов, «перекрывающихся» в аминокислотной последова- 
тельности пептида (например, трипептиды ХУЙ и УТ), кон- 
формационной энергии пересекающейся части последовательно- 
сти (дипептид У7) и последующем расчете энергии «ближних» 
взаимодействий Е более крупного фрагмента (тетрапептид 
ХУРТ) с помощью выражения 


Ехут= Охур- Иулт-— Пур. СЕЕЛУ 


Следует учитывать, что все значения энергии И берутся 
для конформаций олигомеров, поостаточно соответствующих 
друг другу в пересекающейся части с точностью до окрестности 
локального минимума. (Ясно, что длины «сшиваемых» по та- 
кому алгоритму фрагментов могут быть произвольными: три- 
и дипептиды рассмотрены лишь в качестве примера.) Проце- 
дура отбора конформаций более крупного фрагмента заключа- 
ется далее в выделении конформации с наинизшей энергией 
Етш и в исключении конформаций, не удовлетворяющих усло- 
вию Е—Енш < АВЕ, где АЕ — некоторая величина, представля- 
ющая, по существу, априорный предел энергии дальних взаимо- 
действий в данном фрагменте. Для конформаций, отобранных 
по такому критерию, затем производится расчет полной кон- 
формационной энергии И фрагмента. 

Описанный алгоритм в сочетании с «поостаточным наращи- 
ванием», т. е. с последовательным увеличением длины пептид- 
ной цепи на один аминокислотный остаток, был успешно ис- 
пользован ранее при расчете пространственных структур моле- 
кулы брадикинина [20], однако следует учитывать, что гарантия 
сохранения всех потенциально стабильных структур молекулы 
обеспечивается в данном подходе достаточно большой величи- 
ной ЛЕ, что влечет за собой необходимость рассмотрения все 
еше слишком значительного количества конформаций. Это об- 
стоятельство заставляет изыскивать возможные модификации 
описанной методики. В частности, для поиска стабильных кон- 
формаций можно использовать предположение о том, что иерар- 
хия стабильности различных структур ‘олигопептидного фраг- 
мента определяется в основном конформацией пептидного ос- 
това, от которой зависят общие пространственные очертания 
фрагмента и, следовательно, возможность реализации взаимо- 


3* 














36 
ыы 
Глава 1 


и «боковая цепь—боко- 
билизации тех или иных 
ых конформацией 


действий типа «<остов—боковая цепь» 
вая цепь», роль которых сводится к ста 
пространственных структур, предопределенн 

остова. (Сказанное не относится к ситуации, когда следует учи- 
тывать дающие весьма существенный вклад В конформацион- 
ную энергию электростатические взаимодействия ионогенных 
групп: в этом случае конформация боковой цепи, несущей ионо- 
генную группу, должна быть «приравнена» к конформации пеп- 
тидного остова.) Если дополнить это предположение учетом 
возможности дальних взаимодействий в рассматриваемом фраг- 
менте (например, с помощью оценки расстояний между остат- 
ками, взаимодействие которых не дает вклад в величину энер- 
гии Е), то предлагаемую модификацию методики отбора струк- 
тур фрагмента для дальнейшего «поостаточного наращивания» 
можно в основном свести к следующему: 

1) по алгоритму (1.1.1) рассчитывается энергия ближних 
взаимодействий Ё фрагмента; 

2) производится оценка возможности дальних взаимодей- 
ствий; 

3) из тех конформаций остова фрагмента, для которых на- 
личие дальних взаимодействий маловероятно, отбираются лишь 
такие, которые при оптимальном (с точки зрения энергий Е) 
расположении боковых цепей удовлетворяют избранному кри- 
терию ДЕ; 

4) в случаях, когда дальние взаимодействия могут оказаться 
существенными, для последующего рассмотрения отбираются 
структуры, различающиеся типом конформации остатков, вовле- 
каемых в возможные дальние взаимодействия, И ТИПОМ конфор- 
мации остова остатков, не принимающих в них участия (отбор 
производится по критерию АЕ, >АЕ); я о 

5) по результатам отбора по обоим критериям производится 
расчет энергий И отобранных структур с последующим б 
по критерию АИ. > м отбором 

Подобный подход существенно ограничивает число рассмат- 
риваемых структур фрагмента, сохраняя в то же время т 
тенциально стабильные конформации остова. ат ое —. 

иметь в виду, что установленные заранее величины аа 
ЛЕ, ЛЕ, и АИ сами по себе не могут вать у 
и всех возможных стабильных структур к 
так что на каждом последующем этапе «поостаточного наращи- 
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вания» (если используется именно этот прием) следует прове- 
рять, сохраняется ли в общих чертах иерархия стабильности 
меньшего фрагмента при включении в состав большего; в про- 
тивном случае необходимо увеличить величины критериев ДЁ, 
ЛЕ, и ЛИ и вновь провести всю процедуру данного этапа «по- 
остаточного наращивания». Можно отметить также, что Ууточ- 
нение взаимозависимых конформаций боковых цепей произво- 
дится на последнем этапе расчета, после окончательного выде- 
ления набора стабильных структур остова. Таким образом, 
несмотря на то что стабильные структуры молекулы опреде- 
ляются с точностью до конформаций боковых цепей, всегда 
можно достаточно корректно оценить энергетический эффект из- 
менения конформации той или иной боковой цепи при данной 
конформации остова. 

Тотальный теоретический конформационный анализ моле- 
кулы ангиотензина, результаты которого будут изложены в на- 
стоящем разделе, был проведен с помощью методики, описанной 
выше. Следует, однако, отметить, что подобная методика во 
многом отличается от других предложенных в последние годы 
способов ограничения числа возможных конформаций моле- 
кулы. Одним из них, в частности, является рассмотрение отдель- 
ных небольших фрагментов молекулы с последующим исклю- 
чением менее стабильных конформаций таких фрагментов 
[33—35]. Однако при таком подходе существует опасность «по” 
терять» те конформации, которые стабилизируются системой 
дальних взаимодействий молекулы в целом. С другой стороны, 
попытка компенсировать этот недостаток с помощью «смягче- 
ния» критерия отбора «разрешенных» по энергиям конформаций 
ведет к резкому увеличению их числа. Кроме того, следует упо- 
мянуть схему поиска стабильных конформаций, предложенную 
в [184], которая, однако, не является единым подходом к проб- 
леме, а, по существу, представляет собой совокупность несколь- 
ких приемов для предварительного отбора компактных струк- 
тур молекулы. 

Описание общих методических рекомендаций, положенных 
в основу поиска стабильных структур молекулы ангиотензина, 
следует дополнить сведениями, относящимися непосредственно 
к технике расчета конформационной энергии. Поскольку деталь- 
ное описание стандартных приемов такого рода содержится в 

ряде обзоров [13, 256, 277], ниже основное внимание уделяется 
лишь тем особенностям, которые отличают методы расчета, 
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альнейшего исследования пространствен- 
иотезина, от стандартных. 
очки зрения основной процедурой 


конформационных расчетов является отыскание минимумов по- 
тенциальной энергии внутримолекулярных взаимодействий в 
пространстве геометрических параметров молекулы, причем ло- 
кальному минимуму ставится в соответствие та или иная про- 
странственная структура молекулы; по полученным величинам 
энергии минимумов можно впоследствии судить об относитель- 
ной стабильности пространственных структур. Очевидно, реше- 
ние подобной задачи предусматривает: а) задание координат 
атомов молекулы (т. е. геометрическое описание молекулы); 
6) задание потенциальных функций межатомных взаимодейст- 
вий; в) выбор алгоритма поиска локальных минимумов потен- 
циальной энергии внутримолекулярных взаимодействий. 

Координаты атомов молекулы ангиотензина задавались В 
описываемом расчете в так называемом приближении «жест- 
кой» геометрии, предусматривающем недеформируемость ва- 
лентных связей и валентных углов [7]; в таком приближении 
потенциальная энергия межатомных взаимодействий сложной 
молекулы обычно представляется в виде суммы членов, соответ- 
ствующих невалентным взаимодействиям, электростатическим 
взаимодействиям, водородным связям (во всех случаях учиты- 
ваются лишь взаимодействия валентно не связанных атомов) 
и торсионным потенциалам: 


И= р Онев (711) + ее Ол (7+3) = р Овес (Гт, гл) Е ых торс (Фв), 
т, п ь 


$52) 1) 


использованные для 7 
ной структуры молекулы анг 
С чисто вычислительной т 


где г; — расстояние между 1-м и ]-м валентно не связанными 
атомами; векторы Ги И Г» определяют положение функциональ- 
ных групп, способных образовывать внутримолекулярные водо- 
родные связи; фё — углы внутреннего вращения. Кроме того, 
при выделении окончательного набора наиболее стабильных 
конформаций ангиотензина учитывалась свободная энергия гид- 
ратации молекулы (по алгоритму, описанному в [177]). Е 
Невалентные воздействия описывались потенциальными 
функциями Леннард-Джонса (потенциал 6-12): | 


Олев (71) =Авгл 2— Ога. 
= Для взаимодействий атомов С, О, М и Н была принята сис- 
ма потенциальных функций, предложенных В. Г. Дашевским 
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[13] и аппроксимированных к виду 6-12. Взаимодействия с уча- 
стием функциональных групи СН, СН2 и СНз описывались с по- 
мощью псевдоцентральных потенциалов, полученных в работе 
[41] усреднением положения атомов водорода на сфере с цент- 
ром в атоме С и радиусом, равным длине связи С—Н при ис- 
пользовании атом-атомных потенциалов [13]. 

Электростатические взаимодействия, обусловленные наруше- 
нием электронейтральности отдельных атомов и функциональ- 
ных групп, учитывались в монополь-монопольном приближении. 
Выбор значения диэлектрической постоянной подробно обсуж- 
дался в работах [8, 255]; в последующих расчетах использова- 
лось макроскопическое значение &=3,5, совпадающее с экспери- 
ментально измеренным для плотной упаковки амидов [131]. 

Для большинства атомов пептидной цепи и боковых цепей 
аминокислот были приняты парциальные заряды, приведенные 
в работе [277]; исключение составляют лишь парциальные за- 
ряды атомов ионогенных групп (М-концевой аминогруппы, С- 
концевой карбоксильной группы и гуанидиновой группы арги- 
нина), которые получены разложением дипольных моментов 
сходных химических соединений. 

Торсионные потенциалы, введение которых связано с учетом 
«эффекта ориентации связей», зависят только от угла поворота 
вокруг одинарной связи и записываются в виде 


и 
Олорв=—5 [1-+с0$ иФ], 


где Ио — высота потенциального барьера; п — кратность по- 
ленциала, зависящая от симметрии расположения заместителей 
у связи, вокруг которой осуществляется вращение. Ниже ис- 
пользовались параметры торсионных потенциалов, приведенные 
в обзоре [277]. Низкие значения высоты барьеров Ос для вра- 
щения углов ф и ф пептидного остова позволили пренебречь со- 
ответствующими торсионными потенциалами. 

Существенную трудность представляет учет энергии водо- 
родной связи, причем основные затруднения обычно связаны с 
учетом ее угловой зависимости. Однако в работе [17] показано, 
что эта угловая зависимость обусловлена главным образом не- 
валентными взаимодействиями заместителей донора и акцеп- 
тора и при корректном учете этих взаимодействий может быть 
опущена. С другой стороны, надежная экспериментальная про- 
верка возможна лишь для двух характеристик водородной 
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Глава 1 


связи: равновесной длины и энергии диссоциации. В последую- 


щих расчетах использовался потенциал, поедиакенный в [26], 
который представляет собой потенциальную фу кит ю > рд 
Джонса с параметрами, подобранными таким, образом, чтобы 
в сочетании с обычным электростатическим членом Е 
ствия донорной и акцепторной групп получить эксперименталь- 
ные значения длины и энергии диссоциации водородной СВЯЗИ. 


Минимизация потенциальной энергии межатомных взаимо- 
действий в описываемых расчетах выполнялась методом сопря- 
женных градиентов [39]. Производные потенциальной энергии 
по углам внутреннего вращения рассчитывались аналитически 
с помощью алгоритма, предложенного в работе [7]: 

Все расчеты, результаты которых описаны далее, проводились 
на ЭЦВМ «Минск-32» и ЕС 1020; использовался комплекс универ- 
сальных программ теоретического конформационного анализа, 
составленный на алгоритмическом языке ФОРТРАН-ТУ [51]. 


Процедура «поостаточного наращивания» молекулы ангио- 
тензина в сочетании с алгоритмом «сшивания» молекулы и оцен- 
кой энергий Е ближних внутримолекулярных взаимодействий 
(см. выше) проводилась в направлении от С-конца к М№-концу 
аминокислотной последовательности ангиотензина. Выбор та- 
кого направления связан главным образом с тем, что расчет С- 
концевых фрагментов ангиотензина может представлять само- 
стоятельную ценность: С-концевые участки (гекса- и гептапеп- 
тид) обладают заметной функциональной активностью (см., на- 
пример, [262]). 

На рис. 1.8 представлены схема валентной структуры моле- 
кулы ангиотензина (АТ) и схема разбиения молекулы на от- 
дельные фрагменты в соответствии с этапами расчетов. (Рас- 
сматривалась транс-конформация связи Н!38-Рго? [124].) Сово- 
купность возможных конформаций молекулы определялась по 
результатам расчета стабильных конформаций дипептидных 
единиц аминокислотных остатков, входящих в его состав: соот- 
ветствующие конформации использовались в дальнейшем как 
«стартовые точки» процесса минимизации конформационной 
энергии (табл. 1.1). Ниже излагаются основные результаты 
расчета фрагментов молекулы АТ в соответствии со схемой 
рис. 1.8; первым из таких фрагментов явился С-концевой ода 
пептид молекулы (АТ 4—8). : 


Фрагмент АТ 4—8. Исследование структуры фрагмента АТ 
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тически полностью исключают их применение к расчетам оли- 
гопептидов: максимально доступными объектами для этих мето- 
дов являются в настоящее время соединения, состоящие всего 
из двух-трех десятков атомов [250]. В этих условиях хорошо 
зарекомендовали себя методы полуэмпирического конформа- 
ционного анализа [9, 13, 256, 277], основанные на попарно-ад- 
дитивном приближении, т. е. на предположении, что внутримо- 
лекулярная энергия есть сумма энергий попарных взаимодейст- 
вий атомов молекулы. Так, например, в работе [10] выполнен 
полуэмпирический конформационный анализ молекулы биоло- 
гически активного пептида глутатиона. Определены две ста- 
бильные конформации этого трипептида, одна из которых 
близка конформации глутатиона в кристаллическом состоянии, 
установленной экспериментально [333]. Аналогичными мето- 
дами детально исследована пространственная структура тиро- 
либерина — трипептида с аминокислотной последовательностью 
р@-Н1з-Рго [44, 94]. Кроме того, успешно решена` задача де- 
тального определения пространственной структуры пептидного 
гормона брадикинина — нонапептида с аминокислотной после- 
довательностью Аго-Рго-Рго-С1у-РНе-5ег-Рго-РВе-Аго [20]. 

Можно упомянуть’ также работы по расчету стабильных 
структур пентапептида Ме{-энкефалина [116, 140, 184], нона- 
пептида, представляющего собой один из брадикининпотенци- 
рующих пептидов [42, 43], а также циклического декапептида 
антаманида [11]. Наконец, недавно опубликованы сообщения 
[36, 37, 216, 217] об определении стабильных конформаций лю- 
либерина. Этот декапептид является, по-видимому, наибольшим 
линейным пептидом, подробно исследованным методами полу- 
эмпирического конформационного анализа. 

Упомянутые работы характерны тем, что в них проведен 
тотальный полуэмпирический анализ олигопептидов, т. е. ис- 
следована, в принципе, стабильность всех возможных конфор- 
маций олигопептида, допускаемых в поворотно-изомерном при- 
ближении (см., например, [20]). Кроме того, в ряде работ про- 
веден частичный анализ конформационных особенностей тех или 
иных биологически активных пептидов: ангиотензина [248], ок- 
ситоцина [21, 22, 199], грамицидина $ [277] и др. В настоящее 
время методами полуэмпирического конформационного анализа 
рассмотрено более десятка олигопептидов и принципиальная 
возможность решения подобных задач средствами полуэмпири- 
ческого конформационного анализа не вызывает сомнений. 
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Рис. 1.8. Схема условного разбиения молекулы ангиотензина на перекрываю- 
щиеся фрагменты. 





4—8 по алгоритму (1.1.1) было доведено до расчета энергии 
ближних взаимодействий ЕЁ с предварительным расчетом энер- 
тий И перекрывающихся по аминокислотной последовательно- 
сти трипептидов. Анализ энергий Е фрагмента АТ 4—8 в соче- 
тании с проведенной оценкой расстояний между остатками 
Туг“-Рвез и УаР-РВез позволил выделить 26 типов структур ос- 
това (ЛЕ— 10 ккал/моль), в которых наличие дальних взаимо- 
действий маловероятно, и 9 типов структур (ЛЕ, — 17 ккал/моль), 
в которых такие взаимодействия возможны. Эти структуры и 
послужили основой для дальнейшего «поостаточного наращи- 
вания» молекулы; расчет энергий И в некоторых из них пока- 
зал, что соответствующие значения Ё и ( различаются незна- 
чительно. Интересно отметить, что в некоторых структурах кон- 
формация остова остатка \Уа!8 (при Х! ^^ —60°) характеризуется 
углами внутреннего вращения ф^ — 100° и ф— 20° (в дальней- 
шем будем называть ее конформацией типа 0), что влечет за 
собой необходимость дополнительного учета конформации ос- 
татка \а|5 типа О. 

Фрагмент АТ 3—8. Для расчета энергий Е фрагмента А.Х 
3—8 использовались данные расчета энергий Е фрагмента АТ 
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4—8 и результаты расчета энергий И дипептида Туг-\а| и три- 
пептида \а|-Туг-Уа1. Эти данные позволили провести очередное 
ограничение возможных структур гексапептида АТ 3—8 за 
счет: а) конформаций дипептида Туг“-Уа[, которые, будучи 
включенными в структуру трипептида \Уа!-Туг“-УаР, повышают 
значение соответствующих конформаций трипептида до 7— 
10 ккал/моль и в то же время повышают энергию ЕЁ пентапеп- 
тида АТ 4—8 на 7—10 ккал/моль; 6) конформаций, в которых 
остаток Р|е8 обладает ух! — 180°. По результатам расчета_энер- 
гий Е фрагмента АТ 3—8 можно выделить группу из 48 типов 
конформаций остова, стабильных по энергии ближних взаимо- 
действий (ЛЕ 10 ккал/моль), и, кроме того, группу из 11 кон- 
формаций, удовлетворяющих критерию АЕ! —17 ккал/моль, для 
которых возможна стабилизация за счет дальних взаимодейст- 
вий. Эти две группы структур описаны в табл. 1.2, где содер- 
жатся также результаты расчета их энергий И. 


Таблица 1.2 


Энергии Е и 0 стабильных структур пептидного остова гексапептида АТ 3—8 
при оптимальном расположении боковых цепей 














Конформация Энергия, ккал/моль 

Уаз Туг* \Уа! Н158 Рго’ Ре Е и 

1 2 3 4 5 6 7 8 

а. Конформации, стабильные по ближним взаимодействиям 
(АЕ<10 ккал/моль) 

В. В. В» В. В Вз —0,8 —1,6 
В. В. В. В. В Вз 1,6 0,6 
12 В. В? Вз В Вз 4,9 4,0 
Во В. В? Вз В [3 5,8 10,3 
В. В. В. Вз В 13 8,7 13,0 
В? В. В. Во В Тз 7,3 13,5 
В В. Ва Вз К Вз —0,3 —1,3 
В2 В. В. Вз В Вз 2,4 0,7 
[2 Во В2 Вз К Вз 5,7 4,2 

2 В. Вз Гз В Вз 2,4 — 0,3 
В» В2 Вз Г В Вз 4,8 2,4 
12 В. Вз Г В Вз 8,1 5,8 
В. В2 Вз Гз 1 Вз 5,8 5,5 
В» Во Вз Гз В Вз 8,2 7,8 
В. В, В. В. В Вз 2,0 —2,6 
В В: В. В. В Вз 3,3 и 
Г В, В Во В Вз 6,5 2] 
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6. Конформации, для которых возможна стабилизация 
за счет дальних взаимодействий 
(10 ккал/моль<АЕ<17 ккал/моль) 
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Данные табл. 1.2 показывают, что во второй из рассматри- 
ваемых групп структур не наблюдается стабилизации какой- 
либо из конформаций: наименьшее значение АИ в этом случае 
превосходит 15 ккал/моль. Далее следует отметить, что иерар- 
хия стабильностей конформаций остова тексапептида АТ 3—8, 
установленная по энергиям Е, существенно изменяется: наи- 
более стабильными оказываются конформации остова. типа 
ХЕРВВВ (Х — конформация остова остатка \а!3), причем раз- 
‘личия в величинах Е и О для этих типов структур весьма ве- 
лики: более 10 ккал/моль для конформации В.В.Е2В>ВВз (аб- 
солютный минимум энергии И) и более 12 ккал/моль для кон- 
формации 12ВзВ2В2ВВ:. Это обусловлено поворотом пептидного 
остова гексапептида почти на 180° и, следовательно, появле- 
нием сильных дисперсионных взаимодействий между остатками 
\а!3 и Туг‘ и С-концевой частью молекулы. В конформации К 
остаток \а!3 «отвернут» от С-концевого трипептида, что при- 
водит к ослаблению указанных взаимодействий для конформа- 
ции В›ВзВ2ВзВВ:. чАЫ 

Следующими но стабильности типами структур остова _фраг- 
мента АТ 3—8 становятся конформации ХВОВВВ и ХВКВВВ, 
характеризующиеся изгибом остова в районе остатка \Уа[ и, 
следовательно, некоторым сближением №- и С-концевых частей 
гексапептида. Отметим, что для всех трех упомянутых типов 
структур перевод остатка Рго’ в конформацию К вызывает уда- 
ление остатка Р|ез от М-концевой части гексапептида, что про- 
является в сравнительной дестабилизации соответствующих 
конформаций. 

Очевидно, что в ряде конформаций гексапептида АТ 3—8, 
для которых вклад дальних взаимодействий существен, опти- 
мальное расположение боковых цепей может отличаться от 
предполагаемого по данным расчета энергии Е. В связи с этим 
была проведена дополнительная минимизация конформацион- 
ной энергии И для следующих типов конформации остова г 
3_8: ХЬВВВВ, ХЕБВКВ, ХВОВКВ, ХВЬВВВ и ХВКВЕЬВ при 
различных сочетаниях ротамеров боковых цепей (всего рассмот- 
рено 52 структуры). В большинстве случаев варьирование кон- 
формаций боковых цепей вызывало повышение конформацион- 
ной энергии; найденные оптимальные ротамеры боковых цепей 


указаны в табл. 1:2. 
Полученные результаты в дальнейшем бы 


для поиска стабильных ст 


ли использованы 
руктур фрагмента АТ 2—8. Следует 
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отметить, что гексапентид АТ 3—8 является минимальным С- 
концевым фрагментом молекулы ангиотензина, для которого 
компактные структуры значительно более стабильны, чем вытя- 
нутые. 

Фрагмент АТ 2—8. Появление в составе фрагмента АТ 2—8 
наряду с ионогенной С-концевой карбоксильной группой (заря- 
жена отрицательно, рК^3,4 [189]) гуанидиновой группы ос- 
татка Аго? (заряжена положительно, рК> 12 [189]) значительно 
увеличивает возможность резкого возрастания вклада дальних 
взаимодействий: при пространственном сближении этих групп 
может возникнуть сравнительно устойчивая связь ионного типа 
[315] с энергией электростатических взаимодействий от —25 
до —30 ккал/моль. Это обстоятельство, как уже отмечалось, 
существенно повышает роль ротамеров боковой цепи остатка 
Аго? в определении конформационной подвижности рассматри- 
ваемого фрагмента: ее исследование целесообразно начинать с 
изучения структур модельного гептапептида: 


Аго?-\а13-А|а4-Уа[5-А|ав-Рго7-А|аз 


(замена остатков Уа!3 и \а!5 аланинами вызвала бы нежела- 
тельное увеличение гибкости пептидной цепи; ниже всюду рас- 
сматривается лишь один ротамер боковой цепи валина: х^ 


— — = 5 
60° для конформации © остова остатка \а!5 и Хх 180° во 
всех остальных случаях). 


Поскольку предварительный расчет некоторых конформаций 
фрагмента АТ 2—8, полученных на основании наиболее ста- 
бильных структур фрагмента АТ 3—8, показал, что они обла- 
дают упомянутой связью ионного типа, дальнейш 
ние проводилось лишь для 26 наиболее стабиль 
ции пептидного остова гексапептида АТ 3—8 (лИ 


Для каждой из них 
х учитывалось 6 во 
остатка Аго? (кон Зее 


цепи у, ^> 60, 180 


ее рассмотре- 
ных конформа- 
— 8 ккал/моль). 
ы х конформаций 
ели. пра В и К, ротамеры боковой 
—609; конформация остова 1. отл 

ичается от 
конформации В главным образом поворотом М-концевой пеп- 


тидной группы, что, очеви 
, дно, не може д 
ность образования связи , кет повлиять на возмож 


ионного типа). Так 

я - им образом, на 
уровне модельного гексапептида проводилось р они ИЯ ‘при- 
мерно 150 структур. ы [вы 


Типы й 
ой остова модельного гексапептида, удов- 
ритерию ЛИ-10 ккал/моль, были положены в 
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основу проведенного ‚расчета структур фрагмента АТ 2—8; к 
ним добавлены также некоторые конформации АТ 2—8, для 
которых образование квазициклических структур с устойчивой 
связью ионного типа происходит лишь на уровне полного фраг- 
мента АТ 2—8 (например, структура ВЕВЕВВВ). Ротамеры 
боковых цепей остатков Туг“ и Н!56 выбирались в соответствии 
с результатами, полученными на уровне гексапептида АТ 3—8; 
ротамер бокового радикала Р|ез в большинстве случаев обла- 
дал значениями угла внутреннего вращения х,^—60 и — 60°. 
В ряде случаев наряду с конформацией В остова остатка Аг? 
рассматривалась также конформация Г. Наиболее стабильные 
конформации гексапептида АТ 2—8 (ЛИ-10 ккал/моль) при- 
ведены в табл. 1.3. 

Набор структур табл. 1.3 содержит все низкоэнергетические 
конформации остова гексапептида АТ 3—8 (за исключением 
структур ВВВВВВ и ВВВЕВВ); в то же время все структуры 


Таблица 1.3 
Стабильные конформации АТ 2—8 








Конформация 

Энергия, 

Агв? | \Уа1!3 Тум | \Уа[5 Н1$8 | Рго? РНнез 5 
В, В В: В, Вз В Вз —80,7 
в. В. В: в. Вз В В. — 36,0 
В. В. Бз В з В Вз —26,6 
В То В: В. В. В Вз — 30,7 
К: В» Кз В» В В В: —26,3 
4 В Вз 2 В. в В: —98,7 
В. В. В: В» В. в В: — 30,7 
В [2 В: В. Во К Вз — 30,5 
В. В. Вз К. Вз В Вз —80,2 
Вь В. Вз В2 Вз В Вз — 28,9 
В. [2 Вз 2 В. В 1 — ЭГ 
В, В. В: В В. В В, —27,3 
В. В. В: В, Во В В, — 30,4 
Вв В? В! 2 В В 1 — 28,7 
В. В. Вз 2 Вз К В 2 
В. Во Вз © В К Вз —27,6 
16 В. В, К» В? В Вз —27,6 
4 К. Вз В» В2 В Вз —29,5 
Ва В» В› 2 Вз К Вз —96 1 
Вз Р. В. Вь Вз 1 В! — 28,8 
Ве В. В. В» Вз В Вз — 30,5 
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табл. 1.3 относятся к числу о аж допускающих 
образование связи ионного типа Агв?—С-концевой карбоксил. 
Это обстоятельство указывает на высокую степень согласован- 
ности внутримолекулярных взаимодействии в молекуле ангио- 
тензина. Можно отметить также, что конформации ВВЕКВВВ, 
ВВБЕВВВ и В1.КВВВВ пептидного остова фрагмента АТ 2—8 
«предпочитают» ротамер боковой цепи остатка Рне* с. — — 60°, 
а конформации ВВВВВВВ и ГВВВВВВ — Хи -- 60°. В остальных 
случаях оба ротамера предпочтительны, по существу, в одинако- 
вой степени. 

Молекула АТ 1—8. Расчет конформационной энергии 0. По- 
иск набора стабильных структур молекулы АТ 1—8 проводился с 
использованием результатов табл. 1.3 и при учете данных расчета 
дипептида Азп!-Аго? (рассматривалась цвиттерионная форма 
молекулы). Наличие в составе АТ 1—8 остатка Азп! и заряжен- 
ной М№-концевой аминогруппы не нарушает основную простран- 
ственную характеристику наиболее стабильных структур моле- 
кулы — квазицикличность, но вызывает их дальнейшую диффе- 
ренциацию по конформационной энергии. Табл. 1.4 содержит 
10 структур молекулы АТ 1—8, отобранных по критерию АИ - 
^^ 10 ккал/моль (значения углов внутреннего вращения 9 струк- 
тур приводились в сообщениях [27, 316]) с учетом проведен- 
ного варьирования конформаций боковых цепей. 


Таблица 1.4 
г Конформационные энергии наиболее стабильных типов конформаций 
ептидного остова молекулы ангиотензина (без учета варьирования боковых 
цепей и свободной энергии гидратации) 


Конформация 





Энергия, 
ккал/моль 


Азп! | Агё? | Уаз | Тум | \Уа[5 | Н!58 
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©, 


РВез 





— 34,8 
— 36,8 
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—32,0 
— 32,1 


ооо ДДД 












.— тОПОЛНИ 
суки ы ий 
АВНЫХ 
р ккалМолЬ 
в ору» № 
ох |4 г 
одна из СТрУКТ 
бнлизируется и 
бильных структ 
Таким 0браз 
"ИТЬ группу из 
ЧТОВА моде 
А 
ВВ В 


Мо Кула А 















































мс ^-- \ 





49 





Конформации молекулы ангиотензина 


Молекула АТ 1—8. Учет энергии гидратации. Расчет сво- 
бодной энергии гидратации молекулы АТ 1—8 проводился с 
помощью алгоритма, описанного в [177]; при этом предполага- 
лось, что воздействие молекул растворителя не может сущест- 
венно увеличить стабильность структур, невыгодных с точки 
зрения внутримолекулярных взаимодействий. Энергия гидрата- 
ции Олдь и полная энергия молекулы Оовщ= И + Иидр рассчи- 
тывались для структур, приведенных в табл. 1.4; при этом раз- 
брос значений Отидр колебался в пределах 10 ккал/моль, что 
служит дополнительным оправданием для ограничения набора 
стабильных структур молекулы с помощью критерия АИ - 
—10 ккал/моль, поскольку маловероятно, что для какой-нибудь 
из структур, не вошедших в табл. 1.4, возможно снижение 
Отиль на 8—10 ккал/моль. В то же время расчет показал, что 
одна из структур табл. 1.4 — ВВЕКВВВВ существенно деста- 
билизируется и может быть исключена из числа наиболее ста- 
бильных структур остова молекулы (ЛИосщ^ 15 ккал/моль). 

Таким образом, учет энергии гидратации позволяет выде- 

лить группу из шести типов наиболее стабильных конформаций 
остова молекулы ангиотензина: ВВВВЕВВВ, ВВЕКЕВВВ, 
ВВВЕРВВВ, ВВЕВВВЬВ, ВВВВЕВВВ, ВВВВЬВЬКВ. 

Молекула АТ 1—8. Варьирование конформаций боковых це- 
пей. При рассмотрении возможных конформаций боковых це- 
пей в различных структурах остова молекулы АТ 1—8 учиты- 
вался факт пространственной удаленности (в большинстве слу- 
чаев) боковых цепей остатков Аз! и Туг“ от остатков Н!8 и 
РНе8; это позволяет, в частности, считать энергетический эф- 
фект изменения конформаций боковой цепи гистидина практи- 
чески аддитивным. Кроме того, помимо варьирования конфор- 
маций боковой цепи в конформации В остова остатка Азп! рас- 
сматривалась также конформация В остова этого остатка. 

/ Поскольку переход ВК для остатка Азп! означает лишь пово- 
рот бокового радикала и М-концевой аминогруппы вокруг связи 
МС, не следует, по-видимому, считать структуры молекулы 
с конформацией К остова остатка Азп! особыми типами 
структуры пептидного остова. 

Конформация остова ВЕВЕВЕРВВВ. Из трех вариантов ука- 
занных структур, соответствующих ротамерам боковой цепи ос- 
татка Аго? с у, — 60, —170 и — 60°, последний представляет наи- 
более низкоэнергетические конформации молекулы ангиотен- 

зина. Поворот пептидной группы на 180° в районе остатков 


+ — 3317 









| Туг’ и Уа дополняется 
= в этих структурах изги- 
ыы бом цепи в районе остова 
) 
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остатка Аг5?, так что ос- 
тов молекулы напомина- 
ет несколько изогнутую 
шпильку (размерами 17Х 
х12 А), сближенные 
концы которой «замыка- 






























ются» боковой цепью ос- ЗН, , 
татка Аго? (рис. 1.9). ину энериии 
Квазициклические соответствует конфе 
структуры с ж^ -—170 щие 18 09 
остатка Агб? характери- Ти (ео 0% 
Рис. 1.9. Стереорисунок молекулы ангио- ЗУЮТСЯя заметным увели- 1), Перевод 





тензина в конформации пептидного остова Чением межконцевых рас- И Ти г 
ВКВЕВВВВ. стояний, а структуры с об 
|= 
МЗувает неко 
Е ое 
Таблица 1.5 от ру 


Варьирование конформаций боковых цепей молекулы ангиотензина 
при конформации остова ВЕВВВВВВ 
—„,.—А.—:—/.А/— АА/ААА „ЭЭЭ —./—'— 
Конформация Энергия, ккал/моль 















































Аз! | Аг | Уав | ту“ | Уав [ не [Рго'| РВе и общ |АЦобщ 
В В —34,8 ——547 123 
В Вз —36,8  —613 51 
В В:з —40,4 Ее 1,5 
В В:з —39,3 96.3 ^3,7 
В В: —40,0 — 66,0 1,0 
В В: —380 — —64,6 2,4 
В В, —334 — —600 7,0 
в в, —40,2 —61,8 5,3 
В В —36,8 —58,9 8,2 
В В: — 39,8 —64,8 22 
ь Вз —43,4 — 66,2 0,8 
а — —43,5 500 0,0 
ра —41,1 — 66,9 0,1 

2 — 37,2 БУ 

В В: —36,8 8,2 

В Вз —37,1 3,1 
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х:^—50° остатка Аг5? за- 
метно уступают по энер- 
гии наиболее стабильным 
конформациям описывае- 
мого типа. 

Результаты  варьиро- 
вания конформаций боко- 
вых цепей приведены в 
табл. 1.5, из которой 


видно, что абсолютный = 
минимум энергии Иобщ 
соответствует конформа- 
ции с Х1^ 180” остатка 


Туг (при Х.^ —60° ос- как ых 
тет 
ковой цепи Туг’ в кон- ВВГРЬВВВ. 

формацию © Жм^ —60° 

вызывает некоторое увеличение энергии И, которое, однако, ком- 
пенсируется снижением энергии Олидр. Кольца остатков Н!5°, 
Рго’ и Ррез пространственно сближены, и их дисперсионные 
взаимодействия являются дополнительным фактором стабили- 
зации. В структурах с Хх: ^^ —170” остатка Аго? основные свой- 
ства боковых цепей остаются теми же; исключение составляет 
лишь параллельное расположение боковых цепей остатков Азп! 
и Туг*, вследствие которого конформация с Хх! ^^ —60° несколько 
более предпочтительна для остатка Туг. 

Конформация остова ВВЕВВВВВ. Конформация этого типа 
отличается от описанных выше (с Хх. — —170° остатка Аго?) 
лишь поворотом на 180° плоскости пептидной группы между ос- 
татками Аг? и \Уай (рис. 1.10). Поворот этой группы несколько 
повышает энергию И, однако форма пептидной цепи и свойства 
боковых цепей (табл. 1.6) в обоих типах конформации остова 
весьма сходны (за исключением некоторой предпочтительности 
конформации В» для остатка Н!5б). 

Конформация остова ВВВЕЕВВВВ. Данная конформация пеп- 
тидного остова также в главных деталях сходна с двумя пре- 
дыдущими (рис. 1.11). Несмотря на то что спрямление М№-кон- 
цевого плеча шпильки ведет к некоторому увеличению ее раз- 
меров и уменьшению комплектности структуры, варьирование 
конформаций боковых цепей (табл. 1.7) дает результаты, ана- 
логичные описанным выше. Несколько более предпочтитель- 
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Варьирование конформаций боковых це 
при конформации остова 


Таблица 1.6 


пей молекулы ангиотензина 
ВВЕВЕВВВ 


Энергия, ккал/моль 





Аз! | Аг? | \Уав | Туг | Уа 158 [Рго'| Рне? и | Иобщ 








= [4 Я 
Вз ЕСИ 6275 4,5 
Вз —33,7 —61:0 71 
Вз =35)5 ео 
Вз —32,4 26572 99 
Вз —30,1 —58,3 9,7 
Вз —36,5 —61.8° 5,3 
Вз —35,8 ив, 


ными оказываются здесь 
структуры с хи” —60° ос- 
татка Туг’, а изменение 
конформации боковой 
цепи остатка Н1з6 приво- 
дит к существенному по- 
вышению энергии. 


Рис. 1.11. Стереорисунок моле- 
кулы ангиотензина в конфор- 
мации пептидного остова 


ВВВВВВВВ. 


Таблица 1.7 


Варьирование конформаций боковых цепей молекулы ангиотензина 
при конформации остова ВВВВВВВВ 


НЫ боян НЕТ лиры _ овен ЕР зе ВИА ВИНЫ 


Энергия, ккал/моль 





Азп! Аг? | \Уав | Туг | уав | 58 [Рго'| РНе 0 Г 





В 
В 
В 
В 
В 
В 
В 
В 





общ |АОобщ 
Вз — 32,6 7,0 
Вз — 31,1 5,9 
Вз —32,6 6,7 
Вз —30,7 74 
Вз 5149 12,8 
Вз — 30,9 89 
Вз —21,3 17,4 
Вз —29,2 114 
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Конформация остова 

ВВЕВЕВЬВ. Дополни- 

тельный изгиб пептидной 

цепи, обусловленный кон- 

формацией К остатка 

Рго’, несколько увеличи- 

вает расстояние между 
гуанидиновой группой ос- 

татка Аго? и С-концевым 
карбоксилом, ослабляя 

связь ионного типа. Од- 

нако дополнительная ста- 

билизация < конформации 

остова достигается за 

т Здесь счет образования водо- 
-60°ос- родной связи между ами- 
тенение ногруппой остатка Уа! и 


)оковой карбонилом остатка Н1$° Рис. 1.12. Стереорисунок молекулы ангио- 


(рис. 1.12). Результаты  тензина в конформации пептидного остова 
варьирования боковых ВВЕККВЕВ. 

цепей (табл. 1.8) указы- 

вают на то, что в этом случае боковая цепь остатка Р|е8 
обладает значительной конформационной подвижностью; неко- 
торая конформационная свобода свойственна также боковым 


приво- 
›му п0- 


ок моле- 
конфор" 


я я 
тов“ Таблица 1.8 


Варьирование конформаций боковых цепей молекулы ангиотензина 
при конформации остова ВВЕВЕВВВ 


Конформация Энергия, ккал/моль 


Азп! | Аг=? | Уаз | Тум Уа | Н158 [Рго'| РНе? [7 АИобщ 








Вз —38,4 
Вз —30,1 
Вз — 37,6 
Вз —32,8 
Вз — 38,8 
В: —38,4 
Вз — 32,6 
Вз — 27,5 
В› — 85,6 
В! — 35,7 


= омфоюмююе 
> д 4 60 <> © © 


эл лююхЮх 











цепям остатков Туг“, Н15 
У и Азп! (за исключением 
конформаций с 71-60? 
остатка Азп!). 
Конформация остова 
ВВВВЕВВВ. Конформа: 
ция В остова остатка Уав 
создает изгиб цепи на 
90° так, что общие очер- 
тания молекулы напоми- 
нают  деформированный 
прямоугольник с «разме- 
рами» —10Х16 А, сторо- 
ны которого составляют 


Рис. 1.13. Стереорисунок молекулы ангио- о 
тензина в`конформации пептидного остова дДИиПептиды | Азп -Аго’, 
ВВВВВВВВ. \а13-Туг*, Н!36-Рго7 и 6б0- 


ковая цепь остатка Аго’ 
(рис. 1.13). Дисперсионные взаимодействия колец остатков 
Ррез и Туг“ делают конформацию боковой цепи последнего 
с 50° значительно более предпочтительной при любых кон- 
формациях боковой цепи гистидина (кроме области с {:— 80° 
остатка Н!56). Далее, результаты варьирования расположения 
боковых цепей показывают (табл. 1.9), что изменение конфор- 
мации боковой цепи остатка Азп! практически не сказывается 
на стабильности молекулы в целом. 
Конформация остова ВВВВЕВВВ. По форме пептидной цепи 
эта конформация напоминает предыдущую, несмотря на то что 


Таблица 1.9 
Варьирование конформаций боковых цепей молекулы ангиотензина 
при конформации остова ВВВВВВВВ 











Конформация Энергия, ккал/моль 

Азп! | Атр? | УаВ | Пуг | Уа!5 | 5138 [то РНнез и и АОобщ 
общ об 

В. В. В. В, В. В. В В 
—32,0 —56,3 10,8 
ве ВВ в в В В 292 1-56 115 
РЕ № В В: К: В: В- Вь —30,8 ——37,0 10,0 
та > 2 В, В2 В; В- В+ —30,1 —53,6 13,5 
а: В Вз В ВБ В В; —27,4 —50,9 16,2 
2 4 В› В. В, В —19,8 — 44,8 22,3 
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Г.Н Е - 
Чен дополнительный изгиб ос- 
ив това в районе остатка 

Рго’ удаляет боковую 
цепь остатка Р|ез от б0- 























ос Е 
о: ковой цепи остатка Ту!“ 
ма. (рис: 1.14). С другой сто- 
ка ар роны, как убеждают дан- 
ПИ ва ные табл. 1.10, сущест- 
2" 0ч6]. вует некоторая корреля- 
апомн- ция конформаций боко- 
занный вых цепей остатков Н136 
разме. с и Ту и Н!156 и Р|ез. Наи- 
сторо: большей конформацион- 
ной ПОДВИЖНОСТЬЮ В ЭТОМ 
АВЛЯЮТ 
1. А случае обладает боковая 
7 = цепь остатка Азп!. Рис. 1.14. Стереорисунок молекулы ангио- 
и 00 _  тензина в конформации пептидного остова 
ПИ с ом ВВВВЕВЫВ. 
татков кого  конформационного 
еднего анализа удалось выделить ограниченный набор конформаций 
х кон: молекулы ангиотензина в водном растворе. Указанный набор 
и 
жений Таблица 1.10 
онфоР° Варьирование конформаций боковых цепей молекулы ангиотензина 
вается при конформации остова ВВВВЕВВКВ 
Конформация Энергия, ккал/моль 
й це! Азп! | Агр? | Маз | Ту | Уа 138 |Рго? 3 / / 
| д о Азп | Агв | а уг а | НН | го? Ре! и О общ АЧобщ 
Т 
82 В. В. Вз К? Вз В В: 
9 В2 В. В. Вз В. Вз В. В 
кВ В В В В № В В В 
В’ В СВО Во Ка ВЕБ 
‚на В. “В вв, о Ве КВ 
В› В. В. В, В. В, К Вз 
Ва Вр Вар ыы В яВь ОВ иеВ 
Оль В. В. В. В. К, Вз К Вз 
и В» В, в. ВАР 1 
| В. В. В В! 2 В к м 
о В. В. В. В. Вв к В 
108 Ват ВВ. В. № В КВ: 
ий В6 В. ВВ Ко ЗЕ Е 
100 В, В. в. В С в КВ 
199 —— 
16:3 
7 
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типа стр 
мации изображены на рис. 





включает в себя шесть 
молекулы (значения угл 


с оптимальным располо 

Е 
уктуры остова приведены в табл. 
1.9—1.14), причем для 
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боковых 


конформаций 


с оптимальным расположением боковых цепей ( 








ВВЕВЕВВВ Ввврвввв] ВВЕВЕВЕВ 
| 


маций пептидного остова 
о вращения конформаций 
цепеи 
1.11; эти же конфор- 


для каждого 


трех наибо- 
ВКВЕКВВВ, 


Таблица 1.11 


я наиболее стабильных типов 
отензина 


в градусах) 





Воввавв вВвваВр 













































Род” Ев 





























Оста- | угол | ВЕВЕВВВВ 
ток 
Ап Ф 133 131 140 — 135 —136 122 
ф 128 151 147 145 136 152 
у 180 —61 —60 — 60 — 60 —61 
2 —89 88 89 89 90 86 
А Ф 112 124 131 88 143 —124 
ф —42 150 148 153 120 134 
1 —70 —149 — 165 —94 — 139 — 167 
2 —173 —176 —162 —176 172 180 
Уз —159 —173 171 175 а С 173 
ря 102 —134 —90 — 144 —98 — 106 
\а1 Ф —122 58 —113 50 — 126 —116 
$ 138 113 144 33 124 103 
д —174 179 174 169 179 178 
Туг Ф —74 —116 95 148 157 5 
: : | 154 
1 —39 —48 —36 —50 165 158 
х —179 —51 —63 — 165 49 — 134 
у 85 93 94 87 88 84 
Хз 90 92 92 90 93 90 
\а! Ф —57 —119 —59 112 
9 с - — 100 — 73 
\ 40 46 30 46 32 О 
у 171 —179 172 180 —179 175 
НВ Ф 152 134 126 
2 140 25 
ф 124 151 135 140 ы а 
Х! — 169 55 — 168 47 63 56 
и со 61 ег 80 86 787 
Рго ар 128 156 119 —40 119 5. 
Ре Ф 141 128 142 Е: к 
ф 144 157 142 0 19 т 
й : 74 86 65 78 те 
2 Е 9 5 
2 5 91 99 98 103 84 
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о 
а, ВВЕЮВВВВ и ВВВВВВВВ сходны практически все основные 
жд пространственные характеристики. 
Коби Фактором, повышающим стабильность описанных структур, 
‹ На является, как упоминалось, наличие связи ионного типа между 
В гуанидиновой группой остатка Агэ? и С-концевой карбоксильнои 
группой, которая возникает при квазициклизации. Важно отме- 
Иа тить, однако, что наличие особенности такого рода не проти- 
В воречит всей системе внутримолекулярных взаимодеиствии, а, 
наоборот, поддерживается и предопределяется ею. Это обстоя- 
) тельство хорошо иллюстрирует рис. 1.15, на котором иерархия 
—_ относительных стабильностей основных типов конформаций ос- 
ева това (при оптимальных конформациях боковых цепей) пред- 
паеае ставлена как функция эффективной диэлектрической проницае- 


ВО, ккал/моль 


$ 50| 
| 


А 








8 
и 1 
й 5 ЕР" 

и 

Г. 
„й 

р 4 

Я 3,5 7,0 10,0 “= Е 

ф Рис. 1.15. Эффект ослабления электростатических взаимодействий для наи- 
= более стабильных конформаций остова молекулы ангиотензина. Цифрами на 
| рисунке обозначены конформации: 1 — ВЕВЕВВВВ, 2 — ВВЕБВВВВ, 3 — 
г ВВВВЕВВВ, 4 — ВВЕВЕВЕВ, 5 — ВВВВЕВВВ, 6 — ВВВВКВКВ. 
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мости среды =. Заметим, что относительная стабильность боль- 
шинства структур изменяется с ростом # незначительно. Исклю- 
чение составляет лишь существенная стабилизация с ростом в 
конформаций типа ВВЕВЕВЬВ. Кривые рис. 1.15 получены про- 
порциональным снижением вклада электростатического взаимо- 
действия Аго?— [МНС— (№Н»)з] +... -О0©С—РВе в конформаци- 
онную энергию, полученную минимизацией при ==3,5. Очевидно, 
эта оценка является лишь мажорантной; точные значения мо- 







































































7. р : 1. 
гут быть получены минимизациеи конформационной энергии ра И о 
при каждом значении г. Такая процедура была проведена для урна 8 
предельного случая, представляющего наибольший интерес, — зо 
полного исключения электростатического вклада, что соответ- зы К 
ствует деионизации одной из взаимодействующих групи. Ре- лоно Я 
зультаты, относящиеся к наиболее стабильным из рассмотрен- нфоощалил ФоКОВЫХ 
ных в этом расчете конформаций молекулы, приводятся в к ооо 
табл. 1.12. Прежде всего следует отметить резкое снижение ог 
энергетической дифференциации различных типов конформаций = 
остова: максимальное значение ЛИ для 15 структур, приведен ' › полонение К ©к 
ных в табл. 1.12, составляет 5,6 ккал/моль, причем среди наибо- те расчетазь 
лее стабильных оказываются все выделенные в настоящем раз- Ч ОН, 
деле квазициклические структуры молекулы. Кроме того, весьма ВИ 
ть Я О 
| 
Таблица 1.12 Не ти [1 Авт 
Наиболее стабильные конформации пептидного остова молекулы а и | | 
ангиотензина (случай деионизации ионогенных групп) т ол и К. 
Конформация Е и ь На 
Азт! | Аге? | \Уав | ту | ав 5 рго? | рнез | ККал моль 
В В. Е В В В В В 0,0 
В В В В В В В В 0,8 
ат В В В В В В 0'8 
В В. В В в В у В 1,4 
В В. В В В В В В 17 
В В В в В В в В 9'0 
В В К В В В В В 93 
В В. В В в В В В 33 
В Вь № В в В В В 35 
В ВВ В в 36 
В „В В В В В В В 39 
В В, В В В В В В 15 
В В В В В В В В 4'6 
В В В В В В В В 46 
В В В К В В В В 5.6 

















‚уп. ре 
ссмотре 
ОДЯТся в 
снижение 
рормаций 
приведе! 
ци наибо 


щем раз 
<, ВЕСЬМ 





1.12 
кулы 








59 





Конформации молекулы ангиотензина 


стабильными оказываются также некоторые структуры, не допус- 
кающие квазициклизации; в первую очередь это относится к 
конформации остова ВВЕВЬВВВ (ЛИ=0,8 ккал/моль). 
Подробно описанное в настоящем разделе исследование кон- 
формационной подвижности боковых цепей молекулы ангиотен- 
зина показало, что в наибольшей мере ею обладают боковые 
цепи остатков Азп', Туг и Р|е8; подвижность боковой цепи 
фенилаланина оказывается коррелированной с конформацией 
остатка Рго’ и является максимальной в случае конформации 
В этого остатка. Конформацией остатка Рго’ во многом опре- 
деляется также конформационная свобода боковой цепи гисти- 
дина: в структурах с конформацией В остатка Рго’ группа МН 
имидазольного кольца гистидина вовлечена, как правило, в во- 
дородную связь с карбонилом остатка Рго’. С другой стороны, 
конформации боковых ценей остатков Уа! и \Уа! практически 
полностью определяются их локальными стерическими усло- 
ВИЯМИ. 

В дополнение к сказанному следует отметить, что описан- 
ная выше расчетная процедура представляет интерес и в мето- 
дическом отношении, особенно в сопоставлении с предпринятой 
в последнее время попыткой тотального расчета молекулы ан- 
гиотензина [117]. Авторы этой работы проводили предваритель- 
ное ограничение числа возможных конформаций пептидного 
остова молекулы на основании так называемого приближения 
стереоалфавита [254], в котором совокупность возможных кон- 
формаций остова определяется стабильностью всевозможных 
комбинаций шести стандартных конформаций остова аминокис- 
лотных остатков, входящих в состав молекулы, причем МИНИМи- 
зация потенциальной энергии не проводится. Такой подход, оче- 
видно, приводит к необоснованному исключению из рассмотрен» 
тех структур, для которых стерические напряжения, имеющие 
место при стандартных значениях углов внутреннего вращения, 
легко устраняются на первых же этапах минимизации потенци- 
альной энергии; в то же время именно такие структуры наиболее 
компактны и, следовательно, наиболее стабильны с точки зрения 
дисперсионных взаимодействий. Однако основная ошибка авто- 
ров работы [117] заключается, по-видимому, в выборе октапеп- 
тида (А!а)в-Рго-АТа в качестве модельного фрагмента для даль- 
нейшего ограничения набора стабильных конформаций остова 
ангиотензина. Исключение из рассмотрения боковой цепи ос- 
татка Агр? привело к тому, что основными факторами, стабили- 
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зирующими пространственную структуру модельного фрагмента, 
оказались внутримолекулярные водородные связи и электроста- 
тические взаимодействия ионогенных концевых групп. В сочета- 
нии с приближением стереоалфавита и Довольно «жестким» 
энергетическим критерием (лИ-8 ккал/моль) для отбора ста- 
бильных конформаций модельного фрагмента это привело к ре- 
зультатам, которые не могли быть исправлены последующим 
введением боковых цепей: среди 90 наиболее стабильных типов 
структур пептидного остова молекулы ангиотензина, получен- 
ных в [117], оказалась лишь одна из шести предлагаемых в 
настоящем разделе (конформация ВВВВЕВВВ). Естественно, 
что после минимизации потенциальной энергии этих 20 конфор- 
маций указанная структура оказалась наиболее низкоэнергети- 
ческой. Тем не менее полученное нами оптимальное расположе- 
ние боковых цепей для этой структуры не было найдено в И). 
Можно, таким образом, заключить, что результаты работы 
[117] определяются искусственными факторами, ведущими свое 
происхождение от производных модельных и расчетных доПу- 
щений, и, следовательно, не могут дать исчерпывающей инфор- 
мации о полном наборе стабильных конформаций молекулы 
ангиотензина. ° 


1.3. СОПОСТАВЛЕНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 
И РАСЧЕТНЫХ СВЕДЕНИЙ О СТРУКТУРЕ АНГИОТЕНЗИНА 


Задачей 

Е. ЗОНЕ БЕ в сущности, не пас” 

льных и расчетных результатов, 
а совместная их интерпретация. Предп ие ы 
ляет вы ; ь ринятый расчет позво 
ВА Е стерически состоятельных структур, среди 
характерные —. окажутся и самые стабильные, наиболее 
получаемые АЕ ангиотензина в растворе, однако 
стью аракте рвов атета оценки не позволяют с надежно“ 
тур [9]. ево статистические веса отдельных струк“ 
ризделв и, ыы часть описанных в предыдущем 
тическим весом ине дставлена в растворе с заметным статис- 
етенности: рис ыы учетом различных факторов неопре 
разделение описанног периментальным методам, радикальное 
установление о спектра конформаций или, тем более, 
\ индивидуальных заселенностей оказывается не- 


3 
и ОЖ 


(а МЫ золекулы 0 





Е 


За 


о троранственной ет 
_ ани скорости диф 


1107 абхлюда; 
Члевина Г 


С ОД тк. 

тв а ь - 
а № м 
к ой 






























мых в 
ственно, 
КоНфор- 
нергети- 
положе- 
в [1. 
работы 
[МИ (80 
1х Допу 
инфор: 
олекулы 





61 





Конформации молекулы ангиотензина 


возможным. Тем не менее даже качественные суждения подоб- 
ного рода могут представить значительный интерес. 

Экспериментальные данные о пространственной структуре 
молекулы ангиотензина сгруппированы ниже по методам, с по- 
мощью которых они были получены. 

Диализ на тонких пленках. Скорость диффузии молекул 
через тонкие мембраны позволяет судить (при отсутствии ад- 
сорбции) о сравнительной компактности молекулярной струк- 
туры при различных рН и ионной силе растворителя. В случае 
заметных изменений скорости диффузии при варьировании этих 
величин можно также сделать предположения об отклонении 
общей формы молекулы от наиболее компактной и о конкрет- 
ных причинах, обусловивших такое отклонение. Очевидно, этот 
метод не дает возможности делать выводы относительно де- 
талей пространственной структуры молекулы. 

Снижение скорости диффузии через тонкие пленки при пере- 
ходе к рРН- 10,7 наблюдалось лишь в одном эксперименте по 
диализу ангиотензина [148], причем впоследствии эти данные 
не были подтверждены [146]. Кроме того, в работах [107, 146] 
не отмечалось заметных изменений скорости диффузии АТ при 
варьировании ионной силы и рН растворителя; единственное 
исключение составляет замеченное в [146] преобладание более 
«быстрой» компоненты АТ при рН, близких 2,1 и 11,0, т. е. при 
нейтрализации электростатического. заряда С-концевого карбок- 
сила или гуанидиновой группы остатка Аго?. (По интерпрета- , 
ции авторов [146], их результаты свидетельствуют о наличии 
в растворе двух одинаково стабильных структур молекулы АТ 
с разной скоростью диффузии через мембрану; остается неяс- 
ным, однако, каким образом удается заметить различную ско” 
рость диффузии этих двух «компонент», которые, будучи оди- 
наково стабильными, должны находиться в динамическом равно- 
весии по обе стороны мембраны.) 

Таким образом, единственным результатом работ по диализу 
ангиотензина [107, 146, 148] можно, по-видимому, считать три- 
виальный вывод о сравнительной компактности его пространст- 
венной структуры. 

Титрование. Определение констант диссоциации ионогенных 
групи молекулы методами потенциометрического титрования 
(см., например, [189]), а также титрованием с использованием 
средств 3С-, 'Н-ЯМР- [158, 182] и КД-спектроскопии [104, 317] 
дает возможность не только проанализировать распределение 
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электростатических зарядов на различных УИ ЕНЫх 
группах молекулы, но и выявить некоторые ая ‘пространст- 
венной структуры. Так, при титровании ряда ОЕ ДОЫЕИА 
полученных замещением тех или иных Ффункцион лы их групп, 
можно, сравнивая константы диссоциации нон и я й же функ- 
циональной группы в различных аналогах, интерпретировать 
заметное различие этих констант как указание на сближенность 
данной функциональной группы с грунпои, подвергшейся заме- 
щению в данном аналоге (при этом, разумеется, предполагается, 
что произведенное замещение не отразилось в значительной 
степени на наборе стабильных конформаций молекулы). Кроме 
того, по изменениям константы данной функциональной группы 
в зависимости от рН и ионной силы растворителя можно судить 
о наличии или отсутствии взаимодействия этой группы с раство- 
рителем; последнее может, в частности, означать вовлечение 
данной группы во внутримолекулярные водородные или солевые 
связи, а также указывать на ее расположение «внутри» прот 
странственной: молекулярной структуры, т. е. позволяет предпо- 
ложить ограничение пространственной подвижности рассматри- 
ваемой группы. 

Константы диссоциации всех ионогенных групп молекулы 
ангиотензина (за исключением гуанидиновой), а также целого 
ряда ее аналогов и гомологов в водном растворе получены ме- 
тодом потенциометрического титрования [189]; результаты этой 
работы хорошо согласуются с данными более раннего исследо- 
вания [233], а также титрования с помощью средств 'С- 
Н-ЯМР- [158, 182] и КД-спектроскопии [104, 317]. Это позво- 
ляет рассматривать выводы работ [104, 158, 182, 189, 233, 317] 
в отношении пространственной структуры молекулы как вполне 
чек. К таким выводам можно отнести следующие: 

ыы мо ом Свого. кубке 

льцом остатка Н1$6 и С-концевой 


карбоксильной группой > Я С 
Е руппой ион-дипольное взаимодействие отсуТ- 
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[189] показывает, что наличие 
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можно также интерпретировать как указание на сближенность 


этих двух групи. 

Водородно-дейтериевый и водородно-тритиевый обмен. Ме- 
тод основан на измерении скорости обмена отдельных протонов 
молекулы с растворителем, содержащим изотопы водорода — 
дейтерий или тритий. Соответственно различают обычно водо- 
родно-тритиевый или водородно-дейтериевый обмен; последний 
регистрируется также средствами 'Н-ЯМР-спектроскопии. Ин- 
терпретация результатов, получаемых с помощью изучения ки- 
нетики изотопного обмена, практически не отличается от интер- 
претации результатов титрования: низкие скорости обмена оп- 
ределенных протонов могут указывать на их вовлечение во 
внутримолекулярную водородную связь или экранирование от 
растворителя, а высокие — на наличие контакта с растворите- 
лем. Недостатком метода является ограниченная воспроизводи- 
мость результатов; во многих случаях данные кинетики изотоп- 
ного обмена, полученные различными авторами, различаются 
довольно существенно, что, конечно, снижает их интерпретаци- 
онную ценность. Так, в работах по экспериментальному иссле- 
дованию кинетики изотопного обмена в молекуле ангиотензина 
[84, 106, 158, 180, 233, 249] (в том числе с помощью 1Н-ЯМР- 
спектроскопии [84, 106, 158]) имеются заметные расхождения 
в оценке скоростей обмена амидных протонов. В работе [233] 
утверждается, что скорости обмена всех амидных протонов мо- 
лекулы (6 атомов) примерно одинаковы, причем ни один из 
них не вовлечен в водородную связь. Однако данные исследо- 

вания [249] говорят в пользу предположения о доступности 
амидного протона остатка Аг? растворителю, в то время как 
два других протона (в более поздних работах [84, 106] их от- 
носят к остаткам \а!3 и Уа[5) вовлечены во внутримолекуляр- 
ные водородные связи. С другой стороны, авторы [158], под- 
тверждая данные о высокой скорости обмена амидного протона 
остатка Аге?, приходят к выводу о том, что единственным про- 
тоном остова молекулы с существенно пониженной скоростью 
обмена является амидный протон остатка РНне8. Наконец, ре- 
зультаты работы [180] интерпретируются как указание на на- 
личие в остове молекулы трех «структурированных», двух «про- 
межуточных» и одного «быстрого» протона (следует отметить, 
что растворителем в экспериментах [180] служила не вода, 
как в случаях, упомянутых выше, а трифторэтанол). Тот 
же результат (обнаружение 2,35 «быстрого» амидного протона 
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в молекуле ангиотензина В трифторэтаноле) получен з 
ео [253]. согласие экспериментальных результатов 
ольшее взаимное аль ма 
наблюдается в случае оценки скоростей ооме . ДнЫХ про- 
тонов молекулы. Высокой скоростью обмена обладают, по мне- 
нию авторов [158, 249], протоны а-аминогруппы, т цепи 
остатка Азп!, а также гуанидиновой грунпы остатка #г8. К 
аналогичным выводам приходят и авторы работы [296], в ко- 
торой возможный контакт протонов молекулы с растворителем 
исследовался с помощью эффекта Оверхаузера; в этой же ра- 
боте, кроме того, отмечается. подверженность влиянию раство- 

рителя амидного протона остатка Аге?. - 

Итак, данные экспериментов по кинетике изотопного обмена 
позволяют утверждать следующее: 

1. Один или два амидных протона, локализованных в гек- 
сапептиде АТ 3—8, экранированы от влияния растворителя 
и/или вовлечены во внутримолекулярную водородную связь. 

2. Амидный протон остатка Аг9?, протоны боковых цепей 
остатков Агб? и Азп!, а также а-аминогруппы доступны рас- 
творителю и не вовлечены в водородные связи. 

Дисперсия оптического вращения (ДОВ) и круговой ди- 
хроизм (КД). Как отмечалось в [230], высокая чувствитель- 
ность этих методов к изменениям пространственной структуры 
пептидов является одной из причин широкого их применения, 
однако именно это свойство чрезвычайно затрудняет интерпре- 
тацию спектров ДОВ и КД (в случае нерегулярных структур), 
почти полностью лишая их предсказательной силы. В самом 
деле, совпадение спектров исследуемого пептида и модельного 
соединения еще не может служить доказательством идентич- 
ности их пространственных структур, поскольку остается неиз- 
вестным, как именно связано изменение спектров с изменениями 
прореранственной, а тем более валентной структуры молекулы. 

о той же причине нельзя с достоверностью утверждать, Что 


мы, спектров двух разных соединений означает существен- 
ое различие их пространственных структур. 
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ными знаками, которое может свидетельствовать о пространст- 
венной сближенности пептидных хромофоров, могут быть на- 
дежно интерпретированы лишь в результате решения общей 
проблемы соответствия данного КД-спектра различным про- 
странственным структурам молекулы. Однако такая задача в 
отношении пептидов, содержащих около десятка аминокислот- 
ных остатков, в настоящее время все еще далека от практиче- 
ской реализации [205]. 

В большинстве работ по ДОВ- и КД-спектроскопии ангио- 
тензина и его аналогов [102, 104, 145, 233, 317] не обнаружено 
элементов регулярных структур у этой молекулы: исключение 
составляет лишь работа [57], в которой результаты ДОВ-спек- 
троскопии расцениваются как доказательство наличия о-спи- 
ральной структуры молекулы (в некоторой степени нарушаемой 
наличием остатка Рго’). Эта интерпретация полностью опро- 
вергается авторами последующих исследований по ДОВ- и КД- 
спектроскопии ангиотензина. Так, в работе [233] утверждается, 
что молекула, скорее, находится в состоянии статистического 
клубка, ав [102, 104, 145, 317] указывается на возможность 
наличия в молекуле изгиба типа антипараллельной В-структуры 
(«кросс-В-форма»). 

Инфракрасная (ИК) и рамановская спектроскопия. Благо- 
даря высокой чувствительности полос, обусловленных группами 
МН, к их вовлечению в водородные связи, изучение ИК-спект- 
ров пептида в неводных растворителях может использоваться 
для установления системы внутримолекулярных водородных 
связей. Возможно, далее, достаточно надежное различение по 
виду спектров цис-. и транс-конформации вторичных амидных 
группировок [230]. В некоторых случаях с помощью ИК- и 
рамановской спектроскопии удается идентифицировать наличие 
параллельной и антипараллельной В-структуры (последняя 
иногда называется также «кросс-В-структура» или «кросс-В- 
форма» [102, 104, 317]). Именно такой результат дало исследо- 
вание ангиотензина и ряда его фрагментов [71]. Этот результат 
согласуется с данными спектроскопии КД; можно, по-видимому, 
считаться с наличием в структуре молекулы изгиба типа «кросс- 

В-формы», причем вероятность наличия такой структуры увели- 
чивается при переходе от водного растворителя к органическим. 

Спектроскопия электронного парамагнитного резонанса 
(ЭПР) и флюоресцентный анализ. Включение в состав валент- 
ной структуры молекулы спиновых или флюоресцентных меток 
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ределять сближенность тех или иных час- 
дить количественную оценку сред- 
[278, 315]. Таким образом, рас- 


сматриваемые методы являются весьма привлекательными с 
точки зрения получения более детальных характеристик про- 
странственной структуры молекулы; к сожалению, точность 
оценки внутримолекулярных расстояний ограничивается здесь 
не только определенным произволом в интерпретации результа- 
тов эксперимента, но и тем обстоятельством, что функциональ- 
ные группы, расстояния между которыми подлежат оценке, 0б- 
ладают, как правило, довольно значительной конформационной 
свободой и, следовательно, речь может идти лишь о расстоя- 
ниях, усредненных по набору стабильных ротамеров. Кроме 
того, следует считаться также с нарушением набора стабиль- 
ных конформаций исследуемого соединения в результате вклю- 
чения в него, например, громоздкой дансильной группы [315]. 
Единственным случаем использования средств ЭПР-спектро- 
скопии для исследования пространственной структуры ангиотен- 
зина явилась работа [330], результаты которой послужили ос- 
новой для описанной выше (см. раздел 1.1) модели структуры 
молекулы, предполагающей ион-дипольное взаимодействие 
(Н155) МН+...-ООС(РВе8). Флюоресцентный анализ молекулы 
ангиотензина был проведен в [279] для случая аналога [Тгр/- 
ры О аииеевевары цепями остатков в положениях 
Ядерный магнитный НЫ 

НЙ Бенин: (ЯМР.. Спектроскопия ЯМР 
цию о пространственной тв оаноол пОНую к 
ЯМР уступает лишь рентгеност р УЕ ОТИОВАЕ В о Е 
спектра ЯМР н руктурному анализу. Общий вил 
г р есет информацию о числе возможных конфор- 
Урса пептида, их относительном содержании и симметрии. 
м ИЖЕ аависимости химических сдвигов групп МН поз- 
лярные лорд Е т св Втримолеку. 
. вицинальных констант 


3 
(Ч МС*—Н), определяемые из спектров 'Н-ЯМР, связаны со 


значениями двугранного угла 9 меж т 
А + Р 25: 
И М— СН 258 (рис. 1.16) жду плоскостями М С 


а констант 31 (15\—С@с—Н го 
знат 1 7 ЕЕ ы ВЯ 
СН [802 угла. 9, между плоскостями '5М—С“—С 
ны я >. ] (см. рис. 1.16); последняя зависимость, 
{а ре а раздо меньшей степени. От значений угла 9 

ети исит также величина вицинальной константы 


дает возможность оп 
тей молекулы и даже прово 
них расстояний между ними 
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37 (13С^—М№С®—Н). Величины углов внутреннего вращения в бо- 


ковых цепях пептидной молекулы (например, двугранный угол 
между плоскостями Н-С*— СВ и С“—СВ—Н) также могут быть 
оценены с помощью соответствующих вицинальных констант 
[230]. 

Следует отметить, что корректная интерпретация экспери- 
ментальных данных, приведенных выше, во многом затруднена. 
Так, например, пониженные значения величины 48/АТ, характе- 
ризующей зависимость химического сдвига данного протона мо- 
лекулы от температуры, могут указывать также и на экрани- 
рование этого протона от влияния растворителя; обсуждению 
этого вопроса посвящена, в частности, работа [91]. 

Полезную информацию о структуре можно получить также 
из данных '3С-ЯМР-спектроскопии, которая является единствен- 
ным надежным методом, позволяющим различать транс- и Цис- 
конформации пептидной группы пролина; кроме того, она дает 
возможность изучения времен спин-решеточной релаксации, ко- 
торые можно интерпретировать в терминах относительной под- 
вижности различных частей молекулы пептида. 

Выводы, сделанные авторами различных работ по 13С-ЯМР- 
спектроскопии ангиотензина [104, 105, 124, 182, 312], в целом 
хорошо согласуются друг с другом. Так, из данных этих работ 
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Рис. 1.16. Связь между углами внутреннего вращения пептидного остова и 
углом © для различных типов ЯМР-спектроскопии: @ -— 1Н-ЯМР-спектро- 
скопия, 6 — '3С-ЯМР-спектроскопия, в — 15М-ЯМР-спектроскопия. 
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следует, что пептидная связь Н!55-Рго’ имеет транс-конформа. 
ЦИЮ (5—10% цис-изомеров согласно [104], 2 гие о: 
водят более высокие оценки —— около 20 [124] и % [3 1), 

Рре8 обладает сравнительно высоко! 


а боковая цепь остатка 6 В | 
подвижностью. Кроме того, в работе [104] указано, что С-ког 


цевая часть молекулы вовлечена во. внутримолекулярные взан- 
модействия, а данные работы [105], рассматривавшей спин- 
решеточную релаксацию, отмечают высокую подвижность 00- 
ковой цепи остатка Туг* и ограниченную конформационную 
подвижность боковой цепи остатка Аг5?. Наконец, в этой же 
работе приведена оценка среднего радиуса молекулы ангиотен- 
зина = 8 А. 

Следует отметить, что в работе [104] содержатся также 
сведения о температурной зависимости химических сдвигов 
амидных водородов тетрапептида Азр-Аго-\а|!-Туг, которые 
можно истолковать как указание на существование водородных 
связей с участием групп МН остатков Аге, Уа|! и Туг. Вряд ли, 
однако, можно вслед за авторами постулировать сохранение 
этой системы водородных связей в целой молекуле гормона, 
тем более что 'Н-ЯМР-спектры указанного тетрапептида были 
получены не для случая водного раствора — растворителем 
служил диметилсульфоксид. 

В ряде работ [104, 106, 123, 159, 225] были установлены 
также значения вицинальных констант 3/1 (№М—МС*—Н) для м0- 
лекулы ангиотензина, хорошо совпадающие друг с другом. Од- 
нако определение деталей пространственной структуры гормона 
на основании этих констант затрудняется тем обстоятельством, 


что обычная интерпретация значении Ы констант ь 
вицинальных к 
помощью уравнения Карплуса 
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Помимо этого обстоятельства, су 


ществует ‹ж лен- 
ное принципиальное затруднение в р. 


сопоставлении эксперимен- 
37(Н-МС“—Н) со 
вании набора углов внутрен- 
предлагаемого той или иной мо- 


тальных значений вицинальных констант 
значениями, вычисленными на осно 
него вращения Фф молекулы, 
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делью пространственной структуры. Дело в том, что экспери- 
ментальное значение 3/7 (Н—МС*—Н) является величиной, усред- 
ненной по набору углов ф, соответствующих различным ста- 
бильным структурам молекулы. В то же время для каждого 
угла внутреннего вращения в каждой конкретной структуре 











можно, в принципе, указать область значений, в пределах ко- 
торой этот угол может изменяться без существенного повыше- 
ую ния потенциальной энергии молекулы. Так, например, у амино- 
Же | кислотного остатка, имеющего в полипептидной цепи конфор- 
ен. мацию остова К, значения угла ф, как правило, довольно 
свободно варьируют в пределах от —120 до —55°. Заметим те- 
же № перь, что такой области изменения угла ф соответствуют, со- 
В гласно уравнению Карплуса с параметрами, предложенными 
ые в [258], значения вицинальной константы /(Н-МС“—Н) от 
т 2,5 до 10,9 Гц. 
Е Иными словами, при сопоставлении расчетных результатов 
а с экспериментом усредненное экспериментальное значение ви- 
и цинальной константы 3/(Н—МС®—Н) будет сравниваться с тео- 
На, ретическим значением, по существу, произвольно выбранным 
И из области 2,5—10,9 Ги, поскольку значениям 3/(Н-—М№МС*—Н) 
тем из этой области соответствуют конформации с почти одинако- 
вой потенциальной энергией, лежащие в пределах одного и того 
НЫ же локального энергетического минимума. 
о- Таким образом, можно сформулировать следующие прин- 
д. ципы корректного сопоставления экспериментальных значений 
на вицинальных констант с предполагаемой пространственной 
м, структурой молекулы: 
т 1. Для аминокислотных остатков, имеющих различные кон- 


формации остова, можно указать допустимые области значений 
3/(Н—МС®—Н) (в Гц): 

конформация остова В : 6,7<3/(Н—=МС*—Н) < 10,9: 

конформация остова В : 2,5<3/(Н—МС®—Н) < 10,9: 

конформация остова [.: 6,5<3/(Н—МС&—Н) < 87. 

2. Указанными границами следует оценивать значение вици- 
нальной константы аминокислотного остатка, соответствующее 
предполагаемой пространственной структуре молекулы, т. е. по- 
лученное из эксперимента значение вицинальной константы 
$/(Н-МС*—Н) следует сопоставлять с областью значений 
37 (Н—МС®—Н). которые являются допустимыми для предла- 
гаемой конформации остова аминокислотного остатка. Согласно 
изложенным выше соображениям, более точное вычисление 
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мой вицинальной константы и ее со. 


вае! 
еоретически предсказы Е 
т аетание С экспериментальным значением, по-видимому, ли- 


о смысла. 
— Можно считать, что предлагаемая конформация пептида 


противоречит экспериментальным данным, если зе или не- 
сколько экспериментально установленных значений ициналь- 
ных констант лежат вне соответствующих теоретически допус- 
областей. 2 

ЗН Вьыйя вицинальных констант в области 6,5—9,0 Гц 
удовлетворяют практически любой аееыают: новформаций мо- 
лекулы, и экспериментальные значения (Н—МС*—Н) из этой 
области дают весьма малую информацию о ее пространственной 
структуре. Вообще существенные ограничения на возможную 
пространственную структуру пептидной молекулы накладыва- 
ются лишь крайними значениями полученных из эксперимента 
вининальных констант 3/ (Н—МС*—Н) < 2,5 и З/(Н—МС*—Н)> 
>9,0 (этот факт отмечается также в обзоре [230]). 

К сожалению, почти все вицинальные константы для ангио- 

тензина, найденные в [104, 106, 123, 159, 225], лежат в области 
6,5—9,0 Гц; исключение составляет лишь значение константы 
для остатка Н!з6 (6,0—0,5), полученное в [159, 225]: такое зна- 
чение вицинальной константы более ‘соответствует конформацин 
К остова остатка Н156, однако, поскольку в аминокислотной по- 
следовательности ангиотензина этот остаток предшествует про- 
лину, эта конформация является стерически «запрещенной» [19, 
111. В этой связи следует отметить, что работы [104, 106] пред- 
лагают более высокое значение рассматриваемой константы — 
7,0=0,3 и 7,6 Гц соответственно. 
2 Таким образом, набор значений вицинальных констант 
7(Н—МС"—Н) для молекулы ангиотензина удовлетворяет лю- 
бой структуре остова молекулы, образованной комбинацией 
стабильных конформаций остатков типов В, ВиГ. 

Изложенными выше характеристиками пространственной 
структуры молекулы ангиотензина практически исчерпывается 
весь спектр структурной информации, который можно получить 
из описанных к настоящему времени результатов физико-хими- 
ческих исследований конформаций ангиотензина в растворе. 
Эти характеристики можно условно разделить на две группы: 
данные, касающиеся конформации остова молекулы, и резуль- 
таты, относящиеся к конформации и сравнительной подвижно- 
сти боковых цепей. Ниже на этой основе проводится сопостав- 
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ление данных эксперимента с расчетными структурами, полу- 
ченными в предыдущем разделе, а также с описанными ранее 
(см. раздел 1.1) моделями пространственной структуры ангио- 
тензина. Прежде всего суммируем данные, относящиеся к кон- 
формации остова молекулы. 

1. В водном растворе молекула имеет компактную струк- 


туру со средним радиусом 8 А (диализ, '3С-ЯМР-спектроско- 
пия). Этому требованию удовлетворяют все расчетные струк- 
туры, а также все модели пространственной структуры моле- 
кулы, за исключением, возможно, состояния статистического 
клубка [233]. 

2. М- и С-концевые группы молекулы сближены (потенцио- 
метрическое титрование, !3С-ЯМР-спектроскопия). Именно та- 
кое расположение М- и С-концевой группы наблюдается во всех 
структурах, предсказываемых расчетом, модели В-витка (но не 
у-витка), структурах кросс-В-формы Ги П и всех структурах, 
полученных в [117]. Другие модели пространственной струк- 
туры молекулы ангиотензина не обладают этой особенностью. 

3. Наличие в остове молекулы изгиба кросс-В-типа (КД-, 
ИК- и рамановская спектроскопия). Наряду со структурами 
кросс-В-форм Ги П та же особенность отмечается во всех рас- 
четных структурах, моделях у- и В-витков, а также в ряде 
структур молекулы, описанных в [117] (во всяком случае наи- 
более стабильная из этих структур обладает указанным изги- 
бом). В то же время модели а-спиральной структуры и состоя- 
ние статистического клубка не предусматривают такой харак- 
теристики структуры остова. 

4. Наличие в гексапептиде АТ 3—8 одного или двух «мед- 
ленных» амидных протонов (кинетика изотопного обмена, 'Н- 
ЯМР-спектроскопия). Такое требование согласуется с моделями 
у- и В-витков, “-спиральной структуры, а также со структурами, 
рассчитанными в [117]. Модель кросс-В-формы [ предусматри- 
вает большее количество «медленных» протонов в пептидном 
остове; это, как упоминалось, может быть следствием влияния 
органического растворителя. 

Почти все рассмотренные выше модели пространственной 
структуры ангиотензина объясняют наличие «медленных» амид- 
ных протонов их вовлечением во внутримолекулярные водород- 
ные связи. В то же время рассчитанные в разделе 1.2 наиболее 
стабильные конформации пептидного остова молекулы ангио- 
тензина, как правило, не содержат амидных протонов, участву- 
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: нии внутримолекулярных ОН 
ющих в образова у водородная связь группы МН ос- 
Исключение составляет ка Рго’ в структурах типа 
татка Уа8 с группой женные структуры содержат в 

Однако все предложенные < `- 2 
ВВЕВИВВВ. С я или иной степени экранирован- 
остове атомы водорода, в тои 1, т, наиболее стабильной 
ные от воздействия НЕ рее водород остатка 
кв жа растворителя. Частично экрани- 
и  онфоржнции также амидный водород ана 
Н!56 (см. рис. 1.9). Вообще амидные протоны остатков РВез и 
Н!56 частично или полностью недоступны для растворителя во 
всех шести наиболее стабильных конформациях остова ангио- 
тензина. В структурах типа ВВЕВВВВВ (см. рис. 1.10), кроме 
того, частично экранирован от растворителя амидный водород 
остатка \аВ. Таким образом, для предлагаемых стабильных 
конформаций молекулы ангиотензина следует ожидать наличие 
одного, двух или ‘трех медленно обменивающихся атомов водо- 

ода. 

ь Следует также отметить, что в ряде структур некоторые 
группы СО и МН оказываются пространственно сближенными. 
Так, например, конформация остова ВКВЕКВВВ допускает 
сближение карбонильного кислорода остатка Туг“ с амидным во- 
дородом остатка Н!$8 на расстояние —3,5 А. Дальнейшее сбли- 
жение этих атомов при принятой параметризации водород- 
ной связи является энергетически невыгодным. Однако такое 
сближение может произойти, если энергетический вклад водо- 
родной связи окажется более существенным, например в орга- 
ническом растворителе типа трифторэтанола. Таким образом, 
значительное число структурных амидных водородов, получен- 
ное в [180], можно, в принципе, также объяснить в рамках 
предложенных структур. 

5. Амидный протон остатка Аго? доступен влиянию раство- 
рителя (кинетика изотопного обмена). Это условие выполняется 
для всех расчетных структур, для структур, полученных в [117], 
для моделей у- и В-витков и не выполняется для структуры 
кросс-В-формы И. К сожалению, оригинальные работы, содер- 
жащие описания кросс-В-формы ©. а-спиральной структуры и 

конформации «статистического клубка». не приводят сведений 
об этой детали структуры молекулы. 


6. Набор вицинальных констант 37(Н—МСх 
спектроскопия). Выше уже отмечалось, что пре 


—Н) (Н-ЯМР- 
длагаемые в ра- 
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Конформации молекулы ангиотензина 


ботах [104, 106, 159, 225] наборы вицинальных констант Для 
молекулы ангиотензина удовлетворяют весьма многим струк- 
турам остова молекулы. Тем не менее следует отметить, что 
расчетное значение вицинальной константы для остатка \УаЁ 
в структуре у-витка составляет 25 Гц (ф- 175°), что выходит 
далеко за пределы допустимых значений для области локаль- 
ного минимума В. Учитывая, что значение угла ф^” 175° соответ- 
ствует достаточно напряженному состоянию любого остатка, тем 
более остатка валина, конформационная подвижность которого 
заметно ограничена, можно утверждать (как отмечалось, в ча- 
стности, в [159, 225]), что модель у-витка не удовлетворяет 
экспериментально установленному набору вицинальных конс- 
тант. 

Перед тем как проводить сопоставление экспериментальных 
данных об ориентации и подвижности боковых цепей с ре- 
зультатами расчетов и моделями пространственной структуры 
молекулы, следует сделать замечание о том, что далеко не все 
модели описаны их авторами «с точностью» до конформаций 
боковых цепей: так, упомянутое сопоставление невозможно про- 
вести для состояния статистического клубка и довольно трудно 
для структур \- и В-витков, кросс-В-форм Ги П, а также для 
а-спиральной структуры. 

1. Отсутствие ион-дипольного взаимодействия между ими- 
дазольным кольцом остатка Н!56 и С-концевым карбоксилом 
(титрование). Указанной особенностью структуры не обладает 
лишь модель, предложенная для трипептида Н156-Рго’-Рвез 


в [330]. 
2. Сравнительная подвижность и доступность растворителю 
боковой цепи остатка Туг“ (титрование, '3С-ЯМР-спектроско- 


пия). Это свойство характерно для всех расчетных структур, 
а также структур, полученных в [117], кросс-В-форм Ти Пи 
моделей у- и В-витков. В случае же а-спиральной структуры 
подвижность фенольного кольца тирозина должна быть более 

ограниченной. 
3. Подвижность боковой цепи остатка РВеё (13С-ЯМР-спек- 
боковой цепи фенилала- 


троскопия). Ограничение подвижности и 
нина постулируется лишь в одной из упомянутых моделей про- 
странственной структуры молекулы — ‘@-спиральной структуры. 
Относительная ограниченность конформационной свободы ука- 
занной боковой цепи характерна также для расчетных струк- 


тур, в которых остаток Рго’ имеет 


конформацию В; в случае 








Таблица 1.13 
Сопоставление различных моделей пространственной структуры 
молекулы ангиотензина с экспериментальными данными 


м Расчетные Модели пространственной структуры ангиотензина 
Экспериментальная харак- | структуры, удов- 
теристика пространственной летворяющие 
структуры указанным априор- 
требованиям |ные струк-| у-виток 
туры 





В-ви- | кросс-В- | кросс-В- | а-спи-| статис 
ток | форма 1| форма И | раль | Тический 
клубок 





Остов 


Компактная структура, г Весь набор 
—8 А (диализ, 8С-ЯМР) 


Сближенность №- и С-кон- 
цов (титрование, '3С-ЯМР) 


Изгиб кросс-В-типа (КД-, 
ИК-, рамановские спек- 
тры) 


Наличие двух или трех 
«медленных» амидных 
протонов (кинетика изо- 
топного обмена, 'Н-ЯМР) 


Доступность растворителю 
амидного протона остатка 
Аго? (кинетика изотопного 
обмена) 


Транс-конформация пеп- 
тидной связи Н158-Рго’ 
(С-ЯМР) 


Набор констант /(Н—М№С*— 
—Н) @Н-ЯМР) 





Боковые цепн 


Подвижность боковой цепи Весь набор 
остатка Туг“ (титрование, 
13С-ЯМР) 


Расстояние между боковы- ВКВЕВВВВ 
ми цепями остатков в по- ВВЕВЕВВВ 
ложениях | и 4 —8 А ВВЕВВВВВ 
(флюоресцентный анализ) 


Подвижность боковой цепи ВВЕВЕВЕВ 
остатка РНез (1С-ЯМР) ВВВВВВЕВ 


Доступность растворителю Весь набор 
боковых цепей остатков 
Аз! и Агро? (кинетика 
изотопного обмена, 13С- 


ЯМР) 


Ограничение подвижности 
боковой цепи остатка 
Аго?  (титрование, “С- 
ЯМР) 


ии 
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Сопоставление различных моделей пространственной структуры 
молекулы ангиотензина с экспериментальными данными 


ео ое дд дд 


Расчетные Модели пространственной структуры ангиотензина 
Экспериментальная харак- структуре" о 
теристика пространственной летворяющие л ве. 
структуры указанным априор- В-ви- | кросс-В- кросс-В- | ©-спи-| Сстатис-. 
требованиям ные струк-| \-виток ток форма 1| форма | раль | Тический 
туры клубок 
ПЕ о ПР ср ое | а ве ЗЕНА ЕЕ 34Ы 
Остов 
Компактная структура, г— Весь набор те + ы т НЕ ве 7 
—8 А (диализ, 3С-ЯМР) 
Сближенность №- и С-кон- ,, ы + _ в -Ё ы -й |4 
цов (титрование, !3С-ЯМР) 
Изгиб кросс-В-типа (КД-, 3 Е: + С. ие Не т В в 
ИК-, рамановские спек- 
тры) 
Наличие двух или трех в з + + Е ЕВ = д. Зы 
«медленных» амидных 
протонов (кинетика изо- 
топного обмена, 'Н-ЯМР) 
Доступность растворителю „ „ мг ыл == ? — ? 2 
амидного протона остатка 
Агб? (кинетика изотопного 
обмена) 
Транс-конформация $ Пе0- { ыы о 1 г ыы + : + 
тидной связи Н!56-Рго’ 
(13С-ЯМР) 
Набор констант 1(Н—МС*— 4 вы не о се и т и. + 


—Н) @Н-ЯМР) 





Жабо> хозетамх АМС 59 ЕЯ ы -- от ай 1 
мм «м 


Боковые цепи 


Подвижность боковой цепи Весь набор + + + Е г Е ? 
остатка Туг“ (титрование, 
13С-ЯМР) 

Расстояние между боковы- ВВВКВВВВ — — — — 9. Е ь 





ми цепями остатков в по- ВВЕВВВВВ 
ложениях | и 4 -—8 А ВВЕВВВВВ 
(флюоресцентный анализ) 


Подвижность боковой цепи ВВЕВВВВВ ? 2 ? ? + — 2 
остатка Р|ез (13С-ЯМР) ВВВВВВКВ 
Доступность растворителю Весь набор + + -: Е - + 2 


боковых цепей остатков 
Аз! и Аго? (кинетика 
изотопного обмена, 13С- 
ЯМР) 


Ограничение подвижности Я ь. — Е. Е. .. а в: 2 |, 
боковой цепи остатка |. 
Аг? (титрование, '3С- 
ЯМР) 
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Глава 1 


же конформации К остатка Рго’ подвижность боковой цепи фе- 
нилаланина значительно увеличивается. 

4. Доступность растворителю боковых цепей остатков Азп! 
и Аго? (кинетика изотопного обмена, 'Н-ЯМР-снектроскопия). 
Все структуры, полученные расчетом, удовлетворяют этому тре- 
бованию: то же можно сказать и о всех упомянутых моделях 
пространственной структуры ангиотензина. 

5. Сближенность гуанидиновой группы остатка Аг? и 
С-концевого карбоксила и ограниченная лабильность боковой 
цепи остатка Агс? (титрование, 13С-ЯМР-спектроскопия). Эта 
чрезвычайно характерная для всех расчетных структур особен- 
ность полностью отсутствует у всех предложенных ранее мо- 
делей пространственной структуры молекулы. 

6 Сближенность боковых цепей остатков в положениях 1 


и 4 на расстояние менее 8 А (флюоресцентный анализ). Если 
предполагать, что для структур, предлагаемых расчетом, за- 
мена остатка Азп! остатком Тгр' не скажется на конформации 
остова, то можно, пользуясь, например, молекулярными моде- 
лями Дрейдинга, оценить среднее расстояние между СВ-ато- 
мами остатков триптофана и тирозина в каждой из наиболее 
стабильных конформаций остова (см. табл. 1.12). Такое 
«усредненное» по ротамерам боковых цепей расстояние для 
структуры ВЕВВЕВВВ составило 7,0 А, ВВЕВВВВВ — 7,5, 
ВВВРЬВВВ — 11,4, ВВЕВВВВВ — 5,0, ВВВВВЬВВВ — 10,8 А 
и для структуры ВВВВЕВВВ — 10,6 А. Таким образом, учиты- 
вая точность оценок, можно считать, что и эта пространствен- 
ная характеристика совместима со структурами (в особенности 
с наиболее стабильными), предлагаемыми расчетом; в то же 
время ее наличие противоречит как предположению о существо- 
вании вытянутой формы молекулы, так и модели а-спирали 
или у- и В-витков. 

Сопоставление с экспериментальными данными можно более 
наглядно представить в виде табл. 1.13, где знаком «+» 
отмечен факт совпадения тех или иных элементов пространст- 
венной структуры молекулы, предлагаемых различными моде- 
лями, с экспериментальными данными, знаком «—» — отсут- 
ствие такого совпадения и знаком «?» — случаи, когда данный 
вопрос не исследован в соответствующих оригинальных работах. 
Видно, что всей совокупности экспериментальных данных удов- 
летворяет лишь набор структур, полученный расчетными ‘сред- 
ствами; многим экспериментальным характеристикам простран- 
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Конформации молекулы ангиотензина 


блвенной структуры молекулы удовлетворяют структуры, пред- 
ложенные в [117], и модель В-витка. Более слабое соответствие 
с экспериментом наблюдается для модели кросс-В-форм Ти П 
и \-витка; гипотезы статистического клубка и а-спиральной 
структуры полностью расходятся © экспериментальными дан- 


НЫМИ. 

Следует особо отметить то обстоятельство, что весь набор 
расчетных структур, описанный выше, удовлетворяет совокупно- 
сти имеющихся экспериментальных сведений о пространствен- 


ной структуре молекулы в водном растворе (исключение состав- 
ляет лишь требование подвижности боковой цепи остатка Р|ез, 
Но и в этом случае в наборе есть структуры, ему удовлетворя- 
ющие). Таким образом, представляется весьма вероятным, что 
этот набор конформаций действительно включает основные 
типы реальных стабильных структур молекулы ангиотензина 


В ВОДНОМ растворе. 
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РЕЦЕПТОРЫ 
АНГИОТЕНЗИНА 


Систематический и достаточно детальный анализ путей и ме- 
ханизмов реализации физиологических эффектов, вызываемых 
ангиотензином, в настоящее время невозможен. Даже процессы, 
развивающиеся под действием ангиотензина на клетках-мише- 
нях (впредь речь пойдет почти исключительно о гладкомышеч- 
ных клетках), исследованы совершенно недостаточно; еще 
большие трудности встречаются на пути описания реакции тка- 
ней, органов или целого организма. 

Это замечание справедливо не только в отношении ангио- 
тензина, но и других вазоактивных агентов; между тем необ- 
ходимость решения ряда задач (как относящихся к разряду 
фундаментальных исследований, так и прикладных) привела к 
появлению различного рода условных или эмпирических интер- 
претационных схем, подчас довольно сложных. Укажем хотя бы 
математическую модель динамики прессорного эффекта, пред- 
назначенную для использования в автоматической системе ре- 
гулирования давления крови больного в ходе хирургической 
операции [24]. Правильно описывая реакцию организма В 
сложных ситуациях, она, тем не менее, является полностью 
эмпирической и непригодна для анализа механизмов, лежащих 
в основе этой реакции. 

ентра Г ‹ 
м. и р анализа механизмов 
редставления оккупационной 
теории [18, 215]. Ее наиболее распространенный вариант - 
ший в известном смысле стандартной основой х он 
вых «доза—эффект» в фармакологь а. и 
ее ] и и токсикологии, базиру- 

ующих двух предположениях: 


1. Связывание агониста р 
: ецепторными структура - 
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Рецепторы ангиотензина 


о Реакция пропорциональна количеству связанного аго- 

ниста. 
Правда, исследования последних лет дали множество при- 
меров биологически активных соединений, молекулярный меха- 
>. низм действия которых не соответствует одному из этих посту- 
ь латов или обоим сразу; более того, даже в тех случаях, когда 
они хотя бы приближенно выполняются, это имеет место в срав- 


: интервале «физиологических» кон центраций 


нительно узком 
агонистов. Тем не менее роль этих представлений в исследова- 


т- 
к ниях по молекулярной фармакологии и токсикологии весьма 
ибо на их основе могут быть получены некие уни- 


г значительна, 
отражающие срод- 


-й фицированные характеристики, раздельно 


Ме ство агониста к рецептору и амплитуду вызываемого им эф- 
МЫХ фекта. Благодаря этому теория Кларка—Ариенса оказалась 
ссы, полезным инструментом классификации получаемых оценок 
ше- биологической активности, хотя оба полученных параметра В 
печ- подавляющем большинстве случаев не имеют приписываемого 
еще им физического смысла и должны рассматриваться как некие 


условные характеристики. 


в Поскольку большинство данных о различных проявлениях 
о: биологической активности ангиотензина и его аналогов интер- 
в. претировалось их авторами в терминах оккупационной теории, 
с представляется целесообразным рассмотреть масштабы и ха- 
ил рактер неопределенностей, сопутствующих такого рода анализу. 

В этой главе рассматривается с этой точки зрения соответст- 
ер* вующий круг экспериментальных результатов, относящихся к 
бы взаимодействию молекул ангиотензина с клетками-мишенями и 
ед" изолированными органами. 
р 
кой 

ЫВАНИЕ АНГИОТЕНЗИНА 


21. СПЕЦИФИЧЕСКОЕ СВЯЗ 


В 
ры РЕЦЕПТОРАМИ КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН 
. © 
|. Наиболее надежные сведения 0 взаимодействии молекулы 


енями получены в экспериментах 


ангиотензина с клетками-миш ь 
ензина. Соответствующая биб- 


и08 
и с применением меченого ангиот 


ой 

_ лиография в настоящее время довольно обширна; мы остано- 
р вимся более подробно на результатах, относящихся к гладко- 
р!" ее ным [74 О Ее, 200, 
ру. 204, 295, 328]. Важнейшие выводы, полученные авторами дру- 
, олнявшихся на клетках клубочковой зоны 


гой группы работ, вып 
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т ‹ ‘ 7 9 
коры надпочечников [70, 73, 90, 103, 121, 134, 147, 161, 162, 
166, 204, 245, 241], хорошо согласуются с НИМИ. в: 

Вопрос о локализации рецепторов ангиотензина был Р я 
шен главным образом усилиями группы французских исслед 
вателей [74, 75, 81, 96, 127, 129, 139, 181, 295, 328], установив- 
ших, что микросомальная фракция, отличающаяся и 
высоким уровнем общего и специфического связывания Н-ан- 
гиотензина, является фракцией плазматических мембран. Этот 
вывод сделан на основании определения активности фермен- 
тов — б-нуклеотидазы, М5-АТФ-азы, аденилатциклазы, свя- 
занных, согласно существующим представлениям, именно с плаз- 
ьматическими мембранами. С другой стороны, во фракции, наи- 
более активно связывающей меченый ангиотензин, отсутствует 
активность ферментов-маркеров внутриклеточных структур, что 
также свидетельствует в пользу сделанного заключения. Эти 
результаты были получены на клетках гладких мышц аорты 
кролика и матки крысы и подтверждены исследованиями, про- 
веденными на гладких мышцах аорты морской свинки [200], 
клетках клубочковой зоны коры надпочечников [90, 147, 161, 
162, 166] и тканях мозга [83, 133]. 

Показателем специфичности связывания радиоактивного ан- 
гиотензина (в различных опытах использовался ЗН-, 125-14 С- 
ангиотензин) явилось ингибирование связывания избытком не- 
радиоактивного ангиотензина или сильного конкурентного ан- 
тагониста ангиотензина; именно степень уменьшения общей 
радиоактивности мембранных препаратов под действием из- 
бытка немеченого ангиотензина и должна, строго говоря, рас- 
сматриваться как мера уровня ангиотензина, специфически свя- 
занного с рецепторами мембран. 

Примеры, иллюстрирующие этот факт применительно к 
а 
осуществляется за счет м ов "ниа р 
шении ангиотензина, а не вр а ри 
более широк : ай трав оная 

л рокого класса биорегуляторов со сходным спектром 
действия, убеждает отсутствие явлений ингибирования связы- 
Сойти ист ками соединениями, как 

15, 9, . рессин [74, 181, 204] 


. ПОО- 


стагландины [75], брадикинин [200, 204], окситоцин, АКТГ 
Рон вещ серотонин и инсулин [204]. Далее было установ. 
ено, что эффективное связывание ангиотензина плазматичес- 
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Рис. 2.1. Специфическое связывание меченого ангиотензина фракциями плаз- 
матических мембран клеток гладких мышц матки крысы [75] (а) и клубоч- 
ковой зоны коры надпочечников быка [161] (6). 


кими мембранами клеток-мишеней не характерно для мембран 
иных клеток (табл. 2.1). 

: Стационарные и кинетические зависимости, характеризую- 
о ан- ющие процесс связывания ангиотензина мембранной фракцией 








-иС- микросом, в первом приближении (избыток меченого ангиотен- 
иене зина) достаточно хорошо описываются очевидными соотноше- 
ран НИЯМИи: 

(@ То 
бей ой (2.1.1) 
_ 3 К+С 
ый 
свя’ Таблица 2.1 


Общее и специфическое связывание '“С-ангиотензина 
с микросомальными фракциями различных тканей 
морской свинки [200] 





Связывание ЧС-ангиотензина, 
пмоль/мг белка 





Ткань 
общее специфическое 
ИИ 5 
Аорта 1,74=0,25 ы 0,61=0,12 
Печень 0, 24—0,16 0,05=0,02 
Кожа 0,65=0,14 0,10=0,04 
Поперечнополо- 0,32=0,22 0,15=0,05 


сатые мышцы 
ж...ы.ы..м..:.:.:ы.ы.ые:.:.ыееы"еыыееее.ееыыы"нжщШ0<=<=<=<=—"_ ььлрлължлнлньЪлнлжщмм мнпцнкпБьУ 


6 — 3317 
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ДЛЯ концентрационной зависимости в равновесии, 


[а / 
Я Овхвт- (ЕС) ]} (271.2) 
2 ы ВС {1 ехр|[ ( 1 С) ] 


для кинетики связывания, 
= 20е*" (2.1.3) 


для кинетики отмывания. 

Здесь &= — количество образующихся гормон-рецепторных 
комплексов, О — поверхностная концентрация рецепторов, С — 
концентрация ангиотензина в инкубационной среде, ри Иа — 
прямая и обратная константы скорости образования комплекса 

у 


«ангиотензин—рецептор», К= ЕЕ константа равновесия, а 
1 


2о равно величине = к моменту начала отмывания. 


Вообще говоря, следует считаться и с тем обстоятельством, 
что молекулы ангиотензина, связанные с рецепторами, могут 
подвергаться ферментативной деградации, причем образую- 
щиеся молекулярные фрагменты уже теряют сродство к рецеп- 
тору [193]. Тем самым процесс распада гормон-рецепторных 
комплексов определяется еще и этим фактором, и константа 
Е, входящая в соотношение (2.1.2), является не истинной кон- 
стантой скорости обратной реакции в схеме 


АО [АО], (2.1.4) 
к 
а некоторой эффективной величиной: 
Е =К’ + №2Е, (2.1.5) 
где Е — концентрация пептидаз, расщепляющих молекулу ан- 


гиотензина в составе гормон-рецепторного комплекса, а А2 — 
соответствующая константа скорости. Отметим, что поскольку 
один из важнейших ферментов, осуществляющих расщепление 
ангиотензина, — ангиотензиназа является аминопептидазой 
аналоги ангиотензина с определенными модификациями № -кон- 
о иБааы (прежде всего содержащие в первом 
и : ркозина) характеризуются примерно вдвое 

ффективной константой равновесия комплекса «гор- 
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мон— рецептор» [260, 273], которая может быть записана в 
виде 


Е 
=——— НЕ 
% ь К К №Е, ; ( ы 


иными словами, величины А’ и АЕ имеют примерно одинако- 
вый порядок, что должно учитываться при анализе данных, 
относящихся к аналогам с подобными модификациями. 


Уравнения (2.1.1) — (2.1.3) легко обобщаются и на тот слу- 
чай, когда количество связанного ангиотензина сравнимо с его 
общим содержанием в инкубационной среде [110]. Стационар- 
ные кривые, построенные для этого случая в координатах Скэт- 
чарда, позволяют четко выделить участки специфического свя- 
зывания (рис. 2.2). 

Два других рисунка — 2.3 и 2.4 — иллюстрируют соответствие 
наблюдаемых на опыте кривых кинетики ассоциации и диссо- 
циации уравнениям (2.1.2) и (2.1.3). В табл. 2.2 приведены 
оценки значений кинетических констант и констант диссоциа- 
ции гормон-рецепторного комплекса, полученные различными 
авторами. 


а) 5) 














О и а 
т 1 Е 66" ВЕ о ы 


мопь/мт белка 







Рис. 2.2. Стационарные зависимости специфического связывания меченого 

ангиотензина, представленные в координатах Скэтчарда: - 
а — клетки гладких мышц матки крысы [75]; б — клетки клубочковой 
зоны коры надпочечников быка [161]: В и Е — концентрации связанного 
и свободного гормона, соответственно. 
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Кинетические константы в и # являются в известном 
смысле мерой доступности рецепторов, так что колебания этих 
величин в зависимости от типа ткани и условий эксперимента 
не вызывают удивления. С другой стороны, большие расхожде- 
ния в значениях констант равновесия МОГЛИ бы указывать на 
различия в структуре соответствующих рецепторов. Отметим, 


р и 

4 

5 ; 5 

2 2 

1 1 
1254 бы 10 207%, мин 


Ри ‹ 
НЫ Сопоставление кинетических кривых специфического связывания 
о ангиотензина фракцией плазматических мембран с зависимостями 
типа (2.1.2) 
а — клетк к < [75 
клетки гладких мыши матки крысы [75]; 6 — клетки надпочечников 
крысы (по данным [245]). 








10 20 {, мин 10 20 + 
мин 
Рис. 2.4. Сопос 
. 2.4. тавление кинетических 
х кривых диссо: 
За циациь а 
а р ангиотензина с кин ира Е 
х мышц матки крысы [75]; 6 — клетки клубо м 

коры надпочечников быка [204] Ес 
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Таблица 2.2 


Характеристики связывания меченого ангиотензина 
препаратами тканей-мишенеи 
Литера- 





№, [9 “а, у 
Ткань Вид Препарат 105 ит 1х 10-#с-! Я мол ый, 
Аорта Кролик Полоска — те 13 [81] Е 
Фракции плазматических мем- 1,3 8 6 [128] : 
бран 
Солюбилизированный препарат 2,5 40 16—20 [295] 
Морская Фракция плазматических мем- — - 22 [200] 
свинка бран 
Матка Крыса Фракции плазматических мем- 1,6 13 8—20 [75, 328] 
бран 
Надпо- Бык Микросомы коры надпочечни- 2,4 5 2 [161] 
чечники ков ] 
я плазматических мем- — 2 4 [147] 
ран 
Крыса Изолированная клубочковая 6,6 22 ЗЕЯ [245] 
зона 
Кролик Клетки клубочковой зоны 2.4 69 9 [70] 
Собака пенная клубочковая 3 8 ра [257] 





В 

тех случаях, когда авторы оригинальных р 6 аг 

х 2 аоот предполагают наличие свя: 9 < т 
двух типов, приведенное в таблице значение й р : я Се мини 


ДВ константы диссоциации соответствует свя: : 
трам с максимальным сродством к ангиотензину. я 
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что все значения констант К, приведенные в табл. не 
практически в пределах одного порядка и различия м - : НИМИ 
вряд ли можно считать достоверными, особенно с учетом того 
обстоятельства, что многие из этих оценок получены с помощью 
ных графических приемов. 

Ворос о п ОТОННОВИВ рецепторов ангиотензина обсуж- 
дался в ряде работ, однако не получил однозначного решения 
[56, 85, 88, 89, 97, 212, 213, 234, 239, 265]. 


Вообще точность рассматриваемого круга экспериментов не- 
достаточна для вполне уверенного суждения о соответствии 
процесса связывания ангиотензина рецепторами уравнениям 
(2.1.1) — (2.1.3), хотя это утверждение, как отмечалось, пред- 
ставляется вполне правдоподобным. Надежная дискриминация 
альтернативных гипотез в настоящее время, по-видимому, не- 
возможна. В частности, не может быть выяснен важный вопрос 
о стехиометрии гормон-рецепторного комплекса. Разумеется, 
если присоединение каждой последующей молекулы ангиотен- 
зина к рецептору представляет собой независимый акт, оценка 
стехиометрического отношения на основании подобного рода 
экспериментов невозможна в принципе, однако в тех случаях, 
когда имеют место некоторые кооперативные эффекты, уравне- 
ния (2.1.1) — (2.1.3) претерпевают изменения. Например, если 
каждым рецептором связываются две молекулы гормона с раз- 
ными константами равновесия комплексов К! И Ко и констан- 


тами скоростей №1, А’1, Ао, №’., вместо уравнений (2.1.1) — (2.1.3) 
получаем соответственно 


29С(К-+С) 
(К + С)?-+ К» (К! —К2)’ 
2=А— Ве-в" — Дева ь 





(2.1.7) 
2’ + 


2= ге" + 92/о СТИ 
1—2 


(е-2к’ — ег!) з 


где 20 — начальное количество связанных молекул гормона, 


2’. — начальное количество 
комплексов рецептор— : 
кулы гормона, а А, В, О, Ви т НЕ обра 


> — Параметры, сложным обра- 
зом зависящие от С, О, №, Ё',, Ао, №”. у ь ны 


а и и в этом случае точность приводимых в лите- 
р змерении не позволяет сделать выбор между кривыми 


ь 
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типа (2.1.1) — (2.1.3) и (2.1.7). Как показывает рис. 2.5, при 
умеренном различии констант К! и К. характер обеих зависи- 
мостей оказывается очень близким. 

Попытки непосредственного выделения рецепторных структур 
(аналогично тому, как были выделены рецепторы ацетилхолина 
й гамма-аминомасляной кислоты [118—120]) до настоящего 
времени предприняты не были: показано, однако, что рецеп- 
торы ангиотензина клеток гладких мышц аорты кролика солю- 
билизируются, сохраняя способность к специфическому связы- 
ванию гормона. На основании результатов обработки солюбили- 
зата различными ферментами было высказано предположение, 
что рецептор ангиотензина является гликопротеидом [128]. 
Данные о температурной зависимости специфического связыва- 


а) 
1,0 








шт. 
5 





ей 
7 -19С 


| 
м 


Рис. 2.5. Аппроксимация зависимости (2.1.7) уравнением т 
штриховая линия — при раз: } ости энергий АЁР12 СВЯЗЫ- 
ой и второй молекулы эффектора. 


вания рецептором_перв ь 
а — АРр=0,5 ккал/моль; б— АЕю=2,0 ккал/моль. 
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т основание полагать, что речь 


идет, по-видимому, о соединениях белковой природы, причем 
сродство к ангиотензину существенным образом зависит от 
сохранения нативной конформации. Так, уровень специфичес- 
кого связывания ангиотензина срезами матки крысы резко па- 
дает при нагревании свыше 50° С: аналогичный эффект наблю- 
дается и на клетках клубочковой зоны коры надпочечников 
(рис. 2.6). 

Белковая природа рецепторов является препятствием на 
пути исследования характера сил, формирующих гормон-рецеп- 
торный комплекс, с помощью экспериментов, в которых. исполь- 
зуются воздействия, дестабилизирующие различные типы меж- 
молекулярных связей. Дело в том, что большая часть воздей- 
ствий подобного рода вызывает также и денатурацию белков, 
и поэтому однозначная интерпретация, например, зависимости 
специфического связывания от рН среды оказывается невоз- 
можной. Показано, что фракции плазматических мембран. мик- 
росом клеток мышц аорты кролика [127] и морской, свинки 
[200] обладают высоким специфическим сродством к ангиотен- 
зину лишь в узком интервале рН; можно по аналогии с иного 
типа реакциями клеточных мембран (см, например, [54]) с 
большой долей уверенности утверждать, что именно в силу 


ния ангиотензина также даю 
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Рис. 2.6. Темп 7 
мпературная зависимость специфического связывания меченого 
1 — срезами матки крысы, 2 ыы 
а -= пива я С 
ето. ны фракцией плазматических мембран клеток 


ы коры надпочечников быка [204]. 
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немонотонного характера этой зависимости, обладающей рез- 
ким максимумом, приходящимся на область физиологических 
значений рН, речь, скорее, должна идти о денатурационных эф- 
фектах, чем о прямом влиянии изменений рН на некие взаимо- 
действия между молекулой гормона и рецептором. Следует за- 
метить, что в значительной мере соображения подобного рода 
сохраняют силу также применительно к результатам экспери- 
ментов по изучению влияния на специфическое связывание ан- 
гиотензина рецепторами различных ионов И нуклеотидов [139, 
160, 162, 222, 332]. 
В заключение отметим, что рассмотренные эксперименты, 

по существу, доказывают лишь наличие специфических центров 
связывания, локализованных В плазматических мембранах 
клеток-мишеней, причем специфическое связывание меченого 
ангиотензина подчиняется в первом приближении обычным кинс- 
тическим закономерностям СЕР) (2.1.3), а его концентрацион- 
ная зависимость описывается изотермой Лэнгмюра. Естествен- 
ное предположение, что указанные центры связывания явля- 
ются также центрами, инициирующими биологическую реакцию 
на ангиотензин, нуждается все же В прямых доказательствах. 
Сходство кинетических и равновесных характеристик специфи- 
ческого связывания ангиотензина И биологической реакции на- 
блюдается не всегда (см., например, [204] ) и в силу ограниче- 
ний, сформулированных в следующем разделе, может оказаться 
случайным. Корреляция между способностью фрагментов или 
аналогов ангиотензина ингибировать связывание меченого гор- 
мона и их биологическим действием также не является полной: 
фрагменты АТ 3—8, АТ 4—8 и АТ 5—8, обладающие, по дан- 
ным биологического тестирования, низким относительным срод- 


ством, обнаружили, тем не менее, высокую ингибирующую спо- 
енным подтверждением 


собность [74, 127]. В то же время косв 

гипотезы о специфическом связывании меченого ангиотензина 

с центрами инициирования биологической реакции является ис- 
ативного предположения 


ключение наиболее вероятного альтерн 
об образовании комплексов гормона с ферментами, осуществля- 


ющими его расщепление: по данным работ, [166, 204], корреля- 
ция между специфическим связыванием Т-ангиотензина раз- 
личными тканями И активностью в них ангиотензиназ отсутст- 
вует. Более того, ЭДТА — атент, ингибирующий ангиотензи- 
назы, не подавлял, как сообщалось, специфическое связывание 


радиоактивного ангиотензина [204]. 
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2.2. ИССЛЕДОВАНИЕ РЕЦЕПТОРОВ АНГИОТЕНЗИНА 
С ПОМОЩЬЮ БИОЛОГИЧЕСКИХ ТЕСТОВ 


Исследование закономерностей развития ии ческой р- 
акции тканей или органов на ангиотензин может служить дру- 
гим, хотя и гораздо более косвенным, источником информации 
о рецепторах ангиотензина. Очевидно, в силу сложности меха- 
низмов, лежащих в основе такой реакции, возможности полу- 
чения надежных количественных суждений в этом случае сильно 
ограничены. Модельные представления и уравнения оккупаци- 
онной теории должны использоваться с большой осторожностью 
и пониманием сопутствующих ограничений. Как явствует из ре- 
зультатов, обсуждавшихся в предыдущем разделе, первый пос- 
тулат оккупационной теории, вероятнее всего, выполняется, по 
крайней мере в опытах с микросомными фракциями плазмати- 
ческих мембран. 

Последняя оговорка существенна в том отношении, что В 
таких экспериментах, в отличие от опытов на изолированных 
органах, процесс связывания ангиотензина рецепторами в ма- 
лой степени зависит от процесса диффузии гормона к рецепто- 
рам через толщу инертных структур. В простейшем представ- 
лении эффекты подобного рода могут быть учтены в рамках 
балансной модели, введенной Фурхготтом [154]. Схематически 
она представлена на рис. 2.7: предполагается, что количество 

комплексов «гормон—рецептор» определяется условиями рав- 
новесия в некоторой «биофазе», но не непосредственно в сис- 
теме «рецептор—наружный раствор». Важно отметить, что сис- 
тема рассматривается как открытая: предполагается расход 
действующего агента с константой Аз (метаболизация гормона, 
транспорт внутрь клетки и т. д.). В результате фактор диффу- 
зии может оказывать влияние не только на форму кинетичес- 


ких кривых, но и на стационарные оценки. Процесс образова- 


ния гормон-рецепторного комплекса ж О 
у а можно опис Э 6 
чае уравнениями оса 


вС(ВЬ—5) 





: Е 6 (9—2) +2 


зб, 





зоо образ 08 
НС (41 +4 
туды п иЗМе 
константы равнов! 
В тораздо боль 
ПЗЖениться Хара 
чаимостей, На 
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В чае ВМ 


ри 





91 





Рецепторы ангиотензина 


Здесь В — максимальная «ем- 
кость» биофазы в отношении агониста; м 
смысл констант А; и других обозначе- 
ний ясен из рис. 2.7. 

Стационарный уровень количества 
гормон-рецепторных комплексов 


| ОСВ 
С(В-+К2) + К (КЁ!) ” 
(2.2.2) 


таким образом, изменится по сравне- 

нию с (2.1.1) за счет уменьшения ам- 

плитуды и изменения эффективной Рис. 2.7. Модель, предпола- 
константы равновесия. Е ат агони- 

В гораздо большей степени должен ее 

измениться характер кинетических 

зависимостей. На рис. 2.8, а приведены кривые 2(й), рассчитан- 
ные в предположении 62; решение системы уравнений (2.2.1) 
в этом случае имеет вид 

= 9 (Йехр(—2Е-— Ее-®), 


') 








баку" 
еи= [аду в гу; 
ев 
СВ 


В=А СА; Е 82 


ры т А. 


С уменьшением константы №1 наблюдаются снижение на- 
клона восходящего плеча кривой 2(#) и появление ре 
(рис. 2.8, а). При №>»Аь в/>Ё, (что, по-видимому, и 


место в действительности) эта тенденция должна и 
все более четко по мере снижения температуры. Именно т 5% 
зависимость наблюдалась Бодуэн и соавт. [8] на а 
кролика (рис. 2.8,6); к сожалению, в этих В нотеньима 
мерялось не специфическое, а общее связывание а а. 





92 


Глава 2 
















Е 
тах 
эт К-1.7-10 Чоль/у5 
К, =1.7 -10“мольильс”" 
0,5 | К: =8,5-10`\с”' ^^ 
К, =1,7 -10° моль/л.с 
К, =8,5-10`“с- 
К,=8,5-10`“с" 
5 10 15 20 Т, мин 
5) 
2 
100 
ах | 
100 Че 
57°С 
50 | 





5 Бы 


Рис. 2.8. Временная зависимость процесса связы- 
вания ангиотензина тканями. 
рассчитано с помощью уравнения (2.2.3), 
— Связывание меченого ангиотензина тканью 

аорты кролика [81]. 
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Форма экспериментальной за- -2 100 
висимости отклоняется от кри- о 

вой вида (2.1.2), однако и в = 
этом случае надежную дискри- 
минацию произвести невоз- 
можно. Гораздо более нагляд- 
ной демонстрацией роли фак- 
тора диффузии в определении 
кинетики образования гормон- 
рецепторного комплекса явля- 
ется установленная в работе 101207 50“ 146 ТС 
[204] температурная зависи- : 


мость величины -спещафичае` ‘Рис. 2 емиературааяоава инь 


Е величины специфического связывания 
кого связывания в Течение —меченого ангиотензина срезами матки 





10 минут инкубации ткани с крысы после 10-минутной инкубации 
меченым гормоном. Как явст- [204]. 
вует из рис. 2.9, при 10°С за 


этот период специфическое связывание достигает лишь примерно 
50% стационарного уровня. С повышением температуры значе” 
ния = (1=10 мин) увеличиваются, как это и предсказывается 
уравнением (2.2.3). К сожалению, на основании данных работы 
[204] нельзя обнаружить другого ожидаемого эффекта повы- 
шения температуры — некоторого снижения стационарных зна- 
чений г, которое наблюдается, например, в упоминавшихся экс- 
периментах Бодуэн с соавт. [81] 

Приведенные соображения характеризуют смысл и масштабы 
ограничений, касающихся первого постулата оккупационной 
теории. В отношении стационарных зависимостей эти ограни- 
чения, как упоминалось, малосущественны; вытекающие отсюда 
проблемы, связанные с трактовкой кинетических закономернос- 
тей, будут обсуждены ниже. 

Гораздо большие трудности возникают на пути обоснова- 
ния второго постулата — линейной зависимости реакции от 
числа занятых рецепторов. Предпринятая в работе [272] по- 
пытка обоснования этого утверждения неубедительна. Авто- 
рами этой работы было показано, что наблюдаемые на опыте 
зависимости сократительной реакции полоски аорты кролика и 
полоски желудка крысы от примененной концентрации ангио- 
тензина (рис. 2.10) с хорошей степенью точности описывались 
соотношением” вида (21. ПееОтеюда, „ОНЯ о совершенно не 
следует, что реакция пропорциональна количеству гормон-рецеп- 
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ных зависимостей р(С) (а); те же зависимости, представленные в Варна У а р 
тах «реакция—сигнал» (6). 1`— полоска аорты кролика, 2 — полоска же ; Чей те 
лудка крысы [272]. и м ой 
"И 
К о 
торных комплексов. Пример, иллюстрирующий это’ наиболее 


наглядным образом, был приведен еще Фурхготтом [155]. Пред- | 
положим, что образование комплекса «агонист—рецептор» (с 
константой равновесия К!) вызывает выделение внутрь неко- 
торого клеточного компартмента определенного медиатора, при- 
чем его количество пропорционально числу =, образовавшихся 
комплексов. Процесс ассоциации молекул медиатора с соответ- 
ствующими внутриклеточными рецепторами (константа равно- 
весия К2) снова опишется изотермой Лэнгмюра, а реакция бу- 


дет пропорциональна числу 2› комплексов «медиатор—рецеп- 
тор». Представляя эту реакцию в виде функции примененной 
концентрации агониста С, имеем 


0= 022 = 














в. 
Ч 
биг 


= 


айде! 
ордина 
м 














95 





Рецепторы ангиотензина 


ав ( 2ивахС ) ( @ретовх )с 


К.+С К, Ве тах 
= Е (2.2.4) 


2 2 шах (7 К К 
Ко+ ( -. ) г 
2 В КС Ко -+ Вглтлах 


Таким образом, зависимость р(С) в точности сохранит 
форму (2.1.1), хотя связь между сигналом и реакцией оказыва- 
ется не линейной, а гиперболической. Практически неотличи- 
мой от (2.1.1) окажется ее форма и в тех случаях, когда р(2) 
будет задана в виде, например, одной из следующих функций: 








р=А (1—2 *), (2.2.5) 
р=АТе, (2.2.6) 
о=А ш (1-52). (2-20) 


Заметим, что последняя форма представления р(2), оправ- 
дываемая законом Вебера—Фехнера, использовалась для ана- 
лиза некоторых эндокринологических зависимостей 1, 25]. 

Зависимости р(Ё, соответствующие трем типам функции 
0(=), представлены в табл. 2.3 в сопоставлении с апироксими- 
рующей кривой вида (2.1.1); можно убедиться, что различие 
между ними носит чисто символический характер. 


Таблица 2.3 


Аппроксимация соотношений (2.2.5) — (2.2.7) 
гиперболами (2.1.1) 





С, молыл | (2.2.5) (2.1.1) | (2.2.6) | (2.1.1) | (2.27) | (2.1.1) 
В РЕ Е В 
5,00.10-10 0,074 0,076 0,067 0,066 0,218 0,141 
2,00. 10-3 0,245 0,248 0,222 0,220 0,408 0,393 
8,00. 10-9 0,574 0,572 0,530 0,530 0,666 0,710 
3,20 . 10-8 0,853 0,849 0,817 0,818 0,872 0,888 
1,28 - 0-1 0,967 0,966 0,946 0,946 0,963 0,948 
519.100 1,000 1,001 0,986 0,985 0,990 0,964 


ЕЕ 


соответствие экспериментальных кривых 
(2.1.1) критерием линейности 0(=) слу- 
речь идет даже не о проверке 


Таким образом, 
о(С) зависимостям типа 
жить не могут. В сущности, 
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факта линейности функ- 
Ра ции (2) (большинство 
=: исследователей относятся 
к гипотезе линейности 
скептически), а скорее об 
установлении формы этой 
р: зависимости. 
С другой стороны, 
прямое  эксперименталь- 
т ное исследование здесь 
40.3100 — весьма затруднено. Неко- 
та торой основой для суж- 
дения о характере функ- 





Рис. 2.11. Оценка формы зависимости ©(2) 


на основе СОПОЬИвАЯ соо а ции (=) могут служить 
‹и К е. - 

о ен меченого ангиотен- Эксперименты Лина : 
зина [204]. Гудфренда [204]. Срав 

нивая кинетику развития 

сократительной реакции 

матки крысы на ангиотензин и поглощения  срезами 
матки 1!2]-ангиотензина, они обнаружили, что для первого 


процесса характерно значительно меньшее время выхода на 
стационарный уровень. Если соотнести величинам 2 соответст- 
вующие по времени значения уровня специфического связыва- 
ния гормона, окажется, что зависимость р(2) должна иметь 
форму, представленную на рис. 2.11. Другое указание на форму 
этой зависимости можно получить, сравнивая величины РКа= 
= 16 К, характеризующие специфическое связывание гормона, 
со значениями р)», соответствующими тем же тканям. 

Как убеждает уравнение (2.2.4), в случае, если функция 
©(2) имеет форму гиперболы типа (2.1.1), рКа окажется меньше 
р)з; можно показать, что это отношение сохранится, если р(2) 
будет любой выпуклой функцией. В табл. 2.4 сравниваются из- 
вестные в настоящее время оценки такого рода; к сожалению, 
на основании данных этой таблицы не может быть однозначно 
решен вопрос о выполнении условия 


ЕБу< Ка, 
поскольку различия между обеими ве 
ошибки эксперимента. 


С обсуждаемой проблемой неп 
о наличии «резервного пу 


(2.2.8) 


личинами имеют порядок 






осредственно связан вопрос 
ла» рецепторов ангиотензина. Завн- 
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а, 

м, Таблица 2.4 

т Сопоставление констант диссоциации меченого 

що ангиотензина с величинами ЕД;о 

Уре ЕЕ ЕЕ 

ь ы $ 5 Ка’ ЕБь, Литератур- 

М репарат 10-3 моль/л 10-° моль/л и 

кА ССЕ ис РУНА ежа оыбеЕы Г т 

трон, Аорта кролика (полос- 1,3 1,5 [81] 

еНТадь- ка) 

д Аорта кролика (микро- 5,5 2,3* [96] 

-Н сомальная фракция) 

> НеКо Матка крысы (фракция 2,0 1,2 [75] 

Я сх плазматических  мем- 

з функ бран) 
Аорта морской свинки 2,2—47 6,3 [200] 

лужить (фракция плазматиче- 

ина 1 ских мембран) ` 
ВЕС РЕ рее ыы: == т 

- 
| Са * Биологическая реакция измерялась по высвобождению 
р 


_ кальция. 
КИ 


м симость ©(2), представленная на рис. 2.11, указывает на суще- 

Я ствование рецепторного резерва; с другой стороны, по данным 
+ Реголи с соавт. [272], сильный антагонист [Фаг', Геи] -ангио- 

тензин в концентрации 2,5-10-° моль/л вызывал (в сравни- 

тельно кратковременных экспериментах) снижение уровня мак- 

симальной реакции полоски аорты кролика на. ангиотензин 

(рис. 2.12), что авторами 

работы истолковывается р 

как признак отсутствия тах 

рецепторного резерва. 100 

Этот эффект, однако, не 

удалось воспроизвести на 

полоске желудка крысы; 

далее, в некоторых рабо- 50 0/ 25 

тах содержится указание 

на различные косвенные 

признаки наличия рецеп- х 

торного резерва, напри- = 101-10? 10° 10” 10° Смоль/я 

м ие Рис. 2.12. Снижение антагонистом [Заг? 

туре ВОО Геи ]-АТ величины В рев 


ной кишки КРЫСЫ ‘полоски аорты кролика на ангиотензин 
[332]. (концентрация 10-9 моль/л) [272]. 
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Возвращаясь к вопросу об исследовании Е жеы 
сти 0(2), отметим, что даже корректная о ееяы и, 
до сих пор не была осуществлена, причем э ны 
только к ангиотензину. Строго говоря, а раны 

Г ектов запаз > та) лак- 
органа или ткани с учетом эфф : 
Е ит п. должна рассматриваться как сложная зависимость 


ида 
ВИД. " 


: 
о=Ф [1 ф(о, т) т, кс, т) аъ, Ь С ] с (2.2.9) 
| о 


0 


Это обстоятельство нужно иметь в’ виду прежде всего т 
интерпретации кумулятивных кривых «доза—эффект» (КККЭ), 
а также экспериментальных данных по кинетике развития био- 
логической реакции, в силу того что характерные времена про- 
цессов развития реакции на ангиотензин и вторичных явлений, 
оказывающих влияние на измеряемую реакцию, вполне соизме- 
римы. Таким образом, помимо очень сложной задачи построения 
адекватной модели действия ангиотензина, которая позволила 
бы получить уравнения 

о=Ф(С, 8) 


для определенных экспериментальных условий, возникает еще 
необходимость исключения вторичных эффектов. Разумеется, 
далеко не всегда можно ставить задачу блокирования этих эф- 
фектов в ходе эксперимента; более реальными могут оказаться 
попытки внесения соответствующих корректировок в резуль- 
таты, получаемые традиционными средствами. 

В настоящее время нет перспектив радикального разреше- 
ния этих проблем; в таких условиях единственным рациональ- 
ным выходом оказываются методы, трактующие функцию 
р(С,И) как эмпирическую зависимость, наделенную некоторыми 
свойствами достаточно общего характера, и позволяющие рез- 
лизовать на этой основе некоторые сравнительные оценки. 


Кривые «доза—эффект» обычно рассматриваются как ста- 
ционарные концентрационные зависимости 


Р(С) =р(С, =), 


НА естественным условием использования уравнений 
С 

в(С) == 2.9.10 

К+С ао) 





ро МОЖЕТ | 
развития нет 
Эти эффе 
у разных тес 
Кривые, отно 
‘“ВИДетельству 
мо 

Чентрации 


чан. [270 
Ня п 
м ОЛ БЛ 
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‚( ЧС ) 2.2.11) 
ЕЕ 
Проблема, однако, заключается в том, что стационарный 
уровень реакции устанавливается вполне надежно лишь при 
действии сравнительно низких концентраций ангиотензина; по 
мере их роста временное развитие реакции перестает быть мо- 
нотонным, а новый стационарный уровень устанавливается 
крайне медленно. При дальнейшем увеличении дозы выделить 
участок стационарного поведения кривой о(Ё) уже невозможно 
(рис. 2.13). Вторичные эффекты, подавляющие реакцию, успе- 
вают развиться прежде, чем препарат достигнет состояния, ко- 
торое может рассматриваться как стационарное по критериям 
развития непосредственной реакции на ангиотензин. 
Эти эффекты, по-видимому, в различной степени выражены 
у разных тестовых объектов. Так, представленные на рис. 2.13 
кривые, относящиеся к восходящей ободочной кишке крысы, 
свидетельствуют о том, что этот препарат утрачивает тенден- 
цию к стабилизации на достоверно ненулевом уровне уже при 
концентрации ангиотензина 10-8 моль/л, в то время как Риу 
с соавт. [272] сообщают о наступлении стабильного плато со- 
кращения полоски аорты кролика при концентрациях свыше 
10-6 моль/Л. 
На кривых «доза—эффект» описанные явления проявляются 
в наступлении парадоксальной фазы (рис. 2.14). Ни разу не 
было сообщено о получении кривой «доза—эффект» для ангио- 
тензина с достоверно различимыми плато; наибольшая реакция 
соответствует узко локализованному максимуму кривой, за ко- 
торым начинается спад — парадоксальная фаза. 


и вообще 


5 








0 5 10 Е Е Ван 


Рис. 2.13. Сократительная реакция восходящей ободочной кишки крысы на 
различные концентрации ангиотензина. Примененные концентрации: / — 
5.10-И моль/л; 2 — 5.10- моль/л; 3 — 5. 10-9 моль/л. 
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Обработке с помощью уравнения (2.2.10) во всех извест- 
ных работах подвергается, очевидно, лишь восходящий учас- 
ток кривой р(С). Между тем подавляющие реакцию вторичные 
эффекты, развитие которых может в конечном счете также рас- 
сматриваться как функция примененной дозы, начинают прояв- 
ляться уже при концентрациях, вызывающих эффект, далекий 
от максимального, существенно искажая форму кривой, в част- 
ности наклон ее центральной части. Схематически это можно 
проиллюстрировать с помощью представления зависимости 
«доза—эффект» в виде 


р(С) =а2(С)В(С), (2.2.12) 


где О(С) — некий депрессирующий фактор, функция, имеющая 
форму, представленную на рис. 2.15. Депрессирующие эффекты 
начинают развиваться при сравнительно высоких дозах, пПо- 
этому форма начального участка кривой р(С) совпадает с 
о2(С), однако в дальнейшем все более от нее отклоняется, 
причем в результате оказывается искаженной величина макси- 
мальной реакции. В этих условиях значения констант @ и К, 








а 15 ори 


Рис. 2.14. Кумулятивная кривая «доза—э 
ходящей й к 
=” Я иран кишки крысы на ангиотензин. 
ают моменты увеличения концентрации ангно- 
тензина (моль/л). $ 


ффект», описывающая реакцию вос- 


х 
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получаемые в результате аппроксимации восходящей части 
кривой уравнением (2.2.10), не имеют, очевидно, силы количе- 
ственных оценок. 

Трактовка кривых подобного рода в содержательно опреде- 
ленных терминах оказывается, однако, возможной в тех слу- 
чаях, когда речь идет о сопоставлении некой пары кривых, со- 
ответствующих различным экспериментальным условиям. При 
этом используются следующие предположения: 

1. Равной реакции соответствует равный сигнал, где под 
сигналом понимается величина, пропорциональная количеству 





`ИМОСу 


(2.2.1) 28 

рмон-рецепторных комплексов: 
еюща ОО 2 
 фекть $(С)=я=г( )=К-с : (2.2.13) 
‚= и 2. Образование гормон-рецепторных комплексов не зависит 
мет от прочих процессов, лежащих в основе регистрируемой ре- 
няется, акции. 
т 3. При достаточно больших #Ё вместо функции (2.2.9) можно 
х НЫ рассматривать функцию р(С), а с учетом условия (1) 


“ р=Нг(С,9Н. 


4. Функция р(2) предполагается совпадающей в условиях 
сравниваемых экспериментов. 

Согласно существующим представлениям о гормон-рецептор- 
\Л ных механизмах, эти гипотезы выглядят в достаточной мере 

правдоподобными, хотя непосредственной экспериментальной 
проверке они, по-видимому, не подвергались, во всяком случае 
для ангиотензина. 

В результате, располагая, например, кривыми, соответст- 
вующими некой паре агонистов, можно получить оценку отно- 
шения констант равновесия гормон-рецепторного комплекса. 
Действительно, в области 


5> (АС)! (2.2.14) 


ра величина = принимает стационарное значение; с другой сто- 
роны, согласно предположению (3), некоторое время спустя 
оказываются «забытыми» детали начальной фазы любого се- 
ое чения о(В. Таким образом, любое сечение о(С) в области, оп- 
й ределяемой этими условиями, дает зависимость, совпадающую 
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с точностью до масштаба абсциссы для всех гост разли- 
чающихся только константами равновесия К! и К2. Очевидно, 
в полулогарифмических координатах этот факт выразится сдви- 
том вдоль абсциссы на величину 1 К,/К2. Отметим, что этот 
результат не зависит от стехиометрии гормон-рецепторного 
комплекса, поскольку в случае комплекса структуры ОА» кон- 
станта равновесия К также оказывается масштабным множи- 
телем при аргументе в выражении для стационарного уровня 


9(К!С)” 

(-+К=С)" 
Тем самым, в отличие от абсолютных значений ро, сдвиг 

этой величины (Ар).=ро’.—р0О”.) может рассматриваться как 


оценка физико-химического параметра — разности энергий дис- 
социации 


(2.2.15) 





2 = 


РАНЕЕ ) 
КТ КТ 


в той мере, в какой выполняются условия (2:2:119)92и11(2:2.14) 
и справедливы предположения (1)— (4) 


2, ЗрО»= ( (2.2.16) 














2/5 
не 7 `-_ ОВВВИЙ 
2 
0,25 
| р 
ме — 
: ас У) 4 1, мин 
ис. 2.15. К соотношению т Ч ееаь =(С) [= р. р 
тах, т 
Рис. 2.16. Изм 6 (С) ршах, х о 
р = о во времени количества связа 
а (1) и антагониста (2). Рассчита о торама: мол. 


(2.2.20). К=10-8 моль/л, Кв=10-9 на =“ 











т - кон 
полученные В ( 
Щения конЩеН 
[концентращии 








== = 52 = 
= 

= 

=> 








а 
27 
р 2щ 

























































103 





Рецепторы ангиотензина 


В случае применения антагонистов на базе этих представле- 
ний оказывается возможным определение не относительных 
сдвигов, а абсолютных величин константы равновесия комп- 
лекса «антагонист—рецептор». Действительно, 














@ 
2= о С = (2.2.17) 
с+к ( 1+ — ) 
В 
21) 
где Св — концентрация антагониста. Сравнивая кривые (С), 
полученные в отсутствие и в присутствии антагониста, из отно- 
СДВИГ шения концентраций агониста, вызывающих равную реакцию 
Я Как (концентрации С и С” соответственно), легко вычислить Кв: 
Й ДИС а 
виа р) 
Кв СТС (2.2.18) 
2.2.16) Очевидно, что определяемые стандартными приемами величины 
| рА› совпадают (в рамках тех же допущений) с логарифмом 
2014) константы равновесия рКв. 
а В табл. 2.5 приведены оце- 
33 ненные таким образом значе- Таблица 2.5 
ния рАз для ряда антагонис- Значения рА» для некоторых 
ь. тов Е нь адиеаины СЗ 
Используя антагонисты, 
константа равновесия “которых ЗОН а 
й существенно больше, чем ан- 
я: гиотензина, можно, в принци- лы Ат м 
пе, получить также и оценки [дзп УаБ, Аа -АТ 64 
константы равновесия агони- [Азт, УаР, УаЁ]-АТ 8.31 
ста К; для этого может быть  [1еи-АТ. 8,09 
: использован прием, базирую- ее Гец] -АТ о 
ие щийся на гипотезе «необрати- [Азш, \аБ, @15%]-АТ 654 
мого ингибирования» [327]. ГАзи! \а, В-А!а*-АТ 5,08 
Поскольку в этом случае [Аз ар, Ари] -АТ 7,93 
я &>Р’, процесс замещения ан] АТ ее 
Ви молекул антагониста, связан- [баг Пе]-АТ 9.33 
В ных с рецептором, будет про-  [Ргоз|-АТ 6,87 
я т текать весьма медленно срав- [те О ние 
о нительно с ходом установления [лиг р-Наьв, Пез]-АТ г. 


равновесия В системе «<аго- 
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Г гравнен: 
нист—свободные рецепторы». Соответствующие УР 1я 


имеют вид 
О 2-0) — 2, 
а (2.2.19) 


Е =ьСв(9-г-9 -% 


где & — количество рецепторов, 
шение при начальных условиях 


связанных с антагонистом, а ре- 


9 
2|1-0=0; -е-тКь —@ 
выразится в виде 
2=)— Бе — Бе-ва, (2.2.20) 


где 
в | ВС ЕСв-+ 1-Е 


НН 
УЕ аКСКЬбь+КК |, 


еде 
— С+Ка-+СьКв) ' 
В2 1 ОС 
2 р В Зы В 
В2— В! В2—В: 1+Сь/Кв 
= В! р 1 ОС 





Ч -В ^^ № 1-СЯКа 


Таким образом, за время достижения квазистационарного 
уровня 2 величина & практически не успевает измениться 
(рис. 2.16), так что в первом приближении можно считать ее 
не зависящей от концентрации агониста С. Сравнивая концент- 
рации С и С’, вызывающие равный эффект в присутствии и в 
отсутствие антагониста, и полагая, как и раньше, что из р(2) = 
=р(=’) следует г==2”, получаем 


: -( Е ) - к С. (2.2.21) 
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Располагая парой кривых р(С) и р(С’), с помощью {222 
[“ 
можно оценить величины 0 и К. Попытка такого рода была 


предпринята Реголи с соавт. [236], использовавшими антаго- 
нист |Заг!, Гец8]-ангиотензин. На рис. 2.17 приведен получен- 
/ 


ный ими график зависимости с (С’). Судя по приведенным в 


работе данным, соотношения (2.2.21) в этом случае удовлетво- 
ряются. Полученная оценка РКа (7,75) оказалась довольно 
близкой рО.2 (8,07). Отметим, впрочем, что точки на этом гра- 
фике соответствуют очень узкому интервалу значений концентра- 
ции С (между 3-10-39 и 5.10-° моль/л), так что надежное опре- 
деление наклона прямой вряд ли возможно. 

Рассмотренные приемы, разумеется, не в состоянии заменить 
прямых измерений физико-химических констант, характеризу- 
ющих взаимодействие молекулы ангиотензина с рецептором; 
принимая во внимание обилие подчас весьма зыбких предполо- 
жений, положенных в их основу, к получаемым таким образом 
результатам следует относиться с известной осторожностью. В 
еще большей степени это замечание относится к кумулятивным 
кривым «доза—эффект». При отсутствии надежных сведений о 
кинетике развития реакции тестового объекта на ангиотензин 
расшифровка кривых, отражающих реакцию на постоянно уве- 
личивающиеся дозы, практически невозможна, тем более что 


момент применения всякой последующей (большей) дозы опре- 
деляется глазомерной 

оценкой достижения 

стационарного уровня. % 
Принятые в практике 
испытаний активности 
ангиотензина иего ана- 00| 
логов временные ин- 
тервалы увеличения 
дозы (обычно несколь- 042 
ко минут) не позво- обв 
ляют достоверно за- 


0,24 


016 Г 











ю 4 
фиксировать факт вы- © 
хода на плато, особен- Е Ь = = ео 
но при наличии спон- 
таннои активности рис. 2.17. Оценка параметров уравнения 


(см. рис. 2.14). (2.2.21) [263]. 








106 
аи. 
Глава 2 


Оценки, получаемые на основании уиаиничх Кривых, 
как качественные индикаторы оп- 
могут рассматриваться лишь к 
ределенных тенденций. Разработка для их а ра и, 
ного регламента испытательной процедуры, базирующегося ия 
кинетических моделях развития реакции, к ый 
чайно трудна, но и вряд ли оправдана, поскольку с учетом 
значительного варьирования регистрируемых величин на этом 
пути может быть получен лишь символический выигрыш в од. 
нородности испытаний по сравнению с общепринятым (увы!) 
определением момента увеличения дозы согласно интуиции 
экспериментатора. - 
Рассмотренные выше ограничения возможностей интерпре- 
тации стационарных зависимостей сохраняют силу и в отноше- 
нии анализа кинетических кривых. По той же причине — Из-за 
неопределенности формы зависимости р(=) — в общем случае 
оказывается невозможным вычисление на основе эксперимен- 
тальных кривых кинетических констант, входящих в уравнения 
(2.1.2) и (2.1.1). Получение оценок такого рода может быть, 
однако, реализовано в некоторых частных случаях. Можно, на- 
пример, использовать то обстоятельство, что при ==0 р=0 и, 
следовательно, при очень малых концентрациях условие линей- 
НОСТИ 
р=а2 (2.2.22) 


должно выполняться. Критерием «малости» могут служить со- 
отношения, связывающие константы, входящие в уравнения 
типа (2.1.2) или (2.2.3). Располагая парой кривых р(Ё), соот- 
ветствующих различным (по предположению, «малым») ‘ дозам 
можно получить оценки констант уравнения (2.1.2) в форме 


р (В) =А (1—е—®). (2.2.23) 


Поскольку 





Зы аОС\Ё ее а0 СЕ, а 
В В> ’ 
В =А А СЬ, В2=А А, С, 
должно выполняться условие 





А:В: _ С, 
АВ». =“ (2.2.24) 





№ 
реакция 
ГИОТенЗИ 
ре кри 


Казало 
Зач 
т ел В 


4 


р 








) им 
чу 
т 
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ры Если функция 6р(2) является, как предполагалось, выпук- 
Хя Г лой и монотонной, так что 

ре р (72) [р (2) <, (2.2.25) 
Учет форма зависимости ©({) при малых дозах всегда окажется до- 
Е статочно близкой к виду (2.2.23), и на этом основании нельзя 
Во. судить о выполнении условия (2.2.22). С другой стороны, ис- 
(вы пользуя оценки коэффициентов аппроксимирующего уравнения 
И (2.2.23), соответствующие разным С. можно сделать заключе- 
—.` ние о форме зависимости р(=2); нетрудно убедиться, что из 
а (2.2.25) следует 


А С 
Е при С:>С.. 


Азв2 ^ С 


На рис. 2.18, а приведены кривые развития сократительной 
реакции восходящей ободочной кишки крысы на две дозы ан- 





гиотензина — 5.10-И и 5.10—0 моль/л. Соответствующее этой 
паре кривых значение величины 
г А: В1 
АэВ> 


оказалось равным 1,8 вместо 10. Этот показатель обнаружил 
значительную индивидуальную вариабельность, изменяясь в 
пределах 1,5—6,0, однако во всех случаях оставаясь менее 10. 




















Е 2 — ф, мын 2 4 6 Е мин 05 10 15 мн 
- Рис. 2.18. Развитие сократительной реакции гладкой мускулатуры на низкие 
концентрации ангиотензина. 
а — восходящая ободочная кишка крысы, концентрации Е м 
5. 10-10 моль/л; б — восходящая ободочная кишка крысы, концентрации 1—и 
и 5.10-И моль/л; в — аорта кролика, концентрации 4.5 -10-, 2,25. 10-9 


и 45-10-3 моль/л [219]. 
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Глава 2 ий 
4 0 
ость упоминавшихся т. ы 
Таким образом, подтверждает а еишоети р (2): ри 
выше предположении о характер „обрать две достаточно ма- , Е 
Теоретически всегда нае (22.22) будет справедливо ое 
лые дозы, для которых соот -^. ге бий 
юн Е Е рак, м ыы 
рами действительно подчиня ) ее  нполнения Ее 1083 т 8 
тике, однако, может оказаться, что области е розы 
ответствует столь незначительная реакция, что ны р и 
поставление оценок параметров А! И &, станет невоз — подо бы 
Отметим, что границы этой области определяются с ах 
функции 6(2), обнаруживающей значительную индивиду |. И 
вариабельность, однако сам процесс связывания (в пренебр Го. 
жении эффектами диффузии) характеризуется сравнительно (ЛОЖНЫ, 
стабильными значениями констант А и к’, не зависящими от зывается В 
индивидуальных особенностей развития сократительной реак- зем, Мы | 
ции. Благодаря этому результаты, полученные на образцах, смотрения 
удовлетворяющих условию (2.2.24), сохраняют общность даже АН 9 
и в том случае, если такие образцы оказываются сравнительно 
редкими в общей массе. 
На рис. 2.18,б в качестве примера приведена пара кривых 
р({), удовлетворяющая условию (2.2.24); этот результат также у 
получен на восходящей ободочной кишке крысы. В табл. 2.6 . "Ле 
сопоставляются результаты индивидуальных оценок констант ы ра 
Е, Е: и рКа. В той же таблице приведены результаты обра- ва 
ботки кинетических кривых, полученных на полоске аорты кро- к [а 
лика [219]. Они достаточно хорошо аппроксимируются уравне- а 
нием (2.2.23); как убеждают данные табл. 2.6, оценочные зна- т 
ы 


Константы Ау, А’, и Ка, оцененные из соотношений (2.2.23) 


ПЕ  — полк БЕН НЕИИ АЕ НИЕя а _ 
Концентрации ангиотензина 
т ое НИШИ К, 
кань т с, ы 108 мольм . ст № 

О ыы 
Аорта кролика* 2,25 - 10-9 0,45 - 10-9 4,7 0,56 З 
В и 8,7 0,61 №. 

осходящая 0бо- 10-1 1.10-м 5,4 : | 

дочная кишка ВЯ ` абы | 

крысы** № 


| 











а Рассчитано на основании кине 
** Приводятся с 
РКа=-—1с Ка. 


тических кривых работы [219]. 


У редние значения и среднеквадратические ошибки четы- 
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чения констант Ви А с хорошей степенью точности подчиня- 
ются условию (2.2.24). 

Величины констант №1, Ё, и РКа в случае аорты кролика 
оказываются близкими приводившимся ранее непосредствен- 
ным оценкам; для восходящей ободочной кишки крысы — Ор- 
гана, заметно выделяющегося по характеру реакции на ангио- 
тензин [262], такие оценки в настоящее время отсутствуют. 

Возможности интерпретации кинетики вызываемого ангио- 
тензином сокращения гладкой мускулатуры ограничены в го- 
раздо большей степени, чем это имеет место в случае стацио- 
нарных зависимостей. Модельные представления, привлекаемые 
для истолкования кинетических кривых, обычно достаточно 
сложны, и неопределенность структуры зависимости о (2) ока- 
зывается в этом случае очень трудно преодолимым препятст- 
вием. Мы вернемся к этой проблеме в разделе 4.4 после рас- 
смотрения основных механизмов, лежащих в основе развития 
реакции гладкой мускулатуры на ангиотензин. 


* * 
* 


Исследование взаимодействия ангиотензина с рецепторными 
структурами гладкомышечной клетки, вообще говоря, не ис- 
черпывается кругом работ, обсуждавшихся в настоящей главе; 
здесь рассматривались лишь результаты, допускающие более 
или менее однозначную интерпретацию. Данные работ, в которых 
предпринимались попытки установления зависимости характера 
гормон-рецепторного взаимодействия от различных физико-хн- 

мических факторов, в силу упоминав- 

Таблица 26 шихся выше обстоятельств (денатура- 

ция мембранных структур и т.п.) отя- 
гощены значительной неопределеннос- 
Е’, с РК***а тью, и представляется маловероятным, 
_ 1 чтобы в ближайшее время удалось 
и 35 преодолеть трудности, стоящие на пути 

014 86 подходов, предполагающих модифика- 
0,013=0,002 — 10,7=0,7 цию рецепторных структур. Модифика- 
ция же структуры молекулы гормона, 

будучи доступной в экспериментальном 
отношении, широко используется для 
изучения молекулярных механизмов 
гормон-рецепторного взаимодействия. 


—_—_—_ 


дд 


рех независимых измерений. 
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И 

Глава # 91 
т. 

г мк 

|: [6 

х пи 
смо = | 


СТРУКТУРНЫЕ АСПЕКТЫ с 











у 188. 
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ я 
НЗИНА ные 
АНАЛОГОВ АНГИОТЕ ий 
пр 
Материал предыдущих двух глав убеждает в том, ыы 5 а 
личные аспекты молекулярных механизмов взаимодеиствия к и 
лекулы ангиотензина с рецепторами изучены в настоящее я 2 К | 
с весьма неодинаковой степенью детализации. Если ри интерпрета: 
кие, структурные и конформационные возможности молекулы ’ не параы 
ангиотензина исследованы более или менее полно, то в отноше- пречной 
нии кинетики взаимодействия ангиотензина с рецепторами уда- И 2, 
ется получить лишь довольно расплывчатые сведения, с трудом м 
поддающиеся однозначной интерпретации. Причины подобных м Е | 
затруднений подробно рассматривались ранее; здесь следует У 
лишь отметить, что невозможность получения корректных коли- и ВИ 
чественных оценок характеристик процесса гормон-рецептор- р иво 
ного взаимодействия с участием молекулы ангиотензина по не- о 
обходимости влечет за собой изыскание методов и приемов ка- и 


чественных оценок. 


Именно таким образом следует квалифицировать широко 
распространенные в настоящее время экспериментальные ис- 
следования особенностей развития биологической реакции под 3, 
действием различных аналогов ангиотензина. Такой подход 
рассматривается ныне, особенно в случае пептидных гормонов, 
как один из наиболее перспективных для изучения мех 
гормон-рецепторного взаимодействия, и в частности для реше- 
ния проолем, связанных с множественностью близких по ста- 
бильности конформеров низкомолекулярных пептидных гор- 
МОНОВ. 

В этой связи можно заметить, что большинство 
исследованию структурно-функциональной 
кулы ангиотензина на основе ана 
активности аналогов молекулы ( 


анизмов 


работ по 
организации моле- 
лиза данных о биологической 
число которых превышает 200), 
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по существу, никак не использует сведения о возможной про- 
странственной структуре ангиотензина; таким образом, получен- 
ные в этих работах выводы можно, в принципе, существенно 
дополнить, обратившись к предложенной в главе 1 модели 
пространственной организации молекулы ангиотензина, незави- 
симой от данных биологического тестирования аналогов. Далее 
с этой точки зрения будут обсуждаться результаты биологичес- 
кого тестирования полных или частичных агонистов ангиотен- 
зина. 

Следует еще раз подчеркнуть, что, поскольку известны лишь 
единичные случаи использования меченых препаратов аналогов 
ангиотензина в экспериментах по непосредственному изучению 
гормон-рецепторного взаимодействия (результаты этих иссле- 
дований обсуждались в предыдущей главе), анализ, приведен- 
ный ниже, может быть ориентирован лишь на получение сугубо 
качественных оценок. Систематическая и вполне корректная 
интерпретация данных подобного рода невозможна даже на ос- 
нове параметров уравнения (2.2.10) — основе, отнюдь не без- 
упречной, как отмечалось выше. Правда, получение характе- 
ристик рр. и @а стало в последние годы рутинной процедурой, 
используемой при испытании большей части вновь синтезируе- 
мых аналогов ангиотензина. Тем не менее раздельные оценки 
этих величин известны далеко не для всех аналогов; значитель- 
ную неопределенность при сопоставлении результатов отдель- 
ных испытаний вносят также методические различия, прежде 
всего использование тестовых объектов разного происхождения. 


3.1. ФАКТОРЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
АНАЛОГОВ ПРИРОДНОГО ГОРМОНА 


Факторы, определяющие биологическую активность анало- 
гов гормона, можно условно разделить на три группы. Во-пер- 
вых, модификация валентной структуры может затронуть боко- 
вые цепи или отдельные функциональные группы, отвечающие 
непосредственно за генерирование вторичного сигнала, т. е. по- 
влиять на величину внутренней активности 4. Далее, включе- 
ние в состав молекулы остатка с «необычным» валентным 
строением или конфигурацией влияет на устойчивость молекулы 
гормона в отношении ферментативного расщепления, что 0со- 
бенно сказывается на биологической реакции в экспериментах 
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2 И. наконец, возможны аминокислотные авы .. той 
т 900. п, не нарушающие конформационную подвижность 
или иной ме 

ж го на величине сродства 
молекулы, что сказывается ‘реше о м приближении 
гормона к рецептору, характеризуемого > т ра = БОЯ 
показателем РО>. Такое представление характер = 
из существующих в настоящее время моделей процесса т о . 
рецепторного взаимодействия, будь то модел» а -8 
[93], построенная по аналогии © моделями фермент-суб =" 
ного взаимодействия, или модель «застежки-молнии» («21рр Ре 
[93], по которой отбор «нужных рецептору» конформеров = 
лекулы гормона происходит после первичного контакта приона 
и рецептора, или модель, предполагающая динамически-инду 
цированное соответствие пространственных структур, гормона и 
рецептора [50], т. е. изменение в процессе взаимодействия про- 
странственной структуры как гормона, так и рецептора. 

Ясно, однако, что более или менее четкое разделение типов 
аминокислотных замен в молекуле гормона на «функциональ- 
ные», «противодеградационные» и «конформационные» невоз- 
можно, если использовать для этого лишь результаты стандарт 
ного тестирования биологической активности аналогов. Замена 
функционально важного остатка, вызывающая понижение вели- 
чины а, в силу нелинейности функции о(2) (см. раздел 2.2) 
приводит, как правило, и к перемещению КККЭ в полулога- 
рифмических координатах в сторону высоких концентраций, т. е. 
к снижению величины рОэ, которое в этом случае может не 
означать изменения характера конформационной подвижности 
молекулы. С другой стороны, например, изменение конфигура- 
пии М№-концевого остатка Азр' должно, вообще говоря, изме- 
нить конформационные возможности молекулы и снизить вели- 
чину сродства к рецепторам, но в то же время такая замена 
придает молекуле устойчивость по отношению к аминопептида- 
зам, что может проявиться в увеличении прессорной реакции 
[270]. Наконец, возможны случаи, когда замена затрагивает 
остатки, существенные как с точки зрения генерирования вто- 
ричного сигнала, так и для определения пространственной 
структуры молекулы гормона. Нельзя забывать также, что свя- 
зывание гормона с рецептором, характеризуемое вел чт НОЙ 79) 
может зависеть не у ЕР >, 

только от конформационных возмож 
молекулы гормона, но и от наличия в ее сыр 
ы составе некоторых функ- 


циональных групп, взаимодей 
йствующих с соответству 
структурными элементами рецептора. ие 





[82]. Тести 
КО мускул 
Крысы, Рау; 


№ кок 
ет 
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Таким образом, задача определения роли того или иного 
остатка молекулы гормона в гормон-рецепторном взаимодейст- 
вии является весьма сложной и далеко не однозначной. Тем не 
менее, располагая достаточно полными сведениями о конфор- 
мационной подвижности молекулы, можно попытаться прибли- 
зиться к решению этой задачи с помощью анализа чисто 
«конформационных» факторов, влияющих на биологическую ак- 
тивность аналога посредством снижения значения р). при с0- 
хранении величины &. Для этого прежде всего необходимо 
выяснить, какие именно элементы молекулы ответственны за 
генерирование вторичного сигнала. 

Подобные исследования были проведены с помощью тести- 
рования миотропной реакции аналогов ангиотензина, получен- 
ных замещением каждого из остатков молекулы на аланин 
[262]. Тестирование осуществлялось на двух препаратах глад- 
кой мускулатуры: полоске аорты кролика и полоске желудка 
крысы. Результаты исследования приведены в табл. 3.1 и на 
рис. 3.1, которые показывают, что остатками, принимающими 
участие в генерировании вторичного сигнала, вероятнее всего, 
являются Р|Нез, Туг* и, в меньшей степени, Н!36. Следует отме- 
тить, что замена этих остатков на аланин не нарушает локаль- 
ных стерических условий и не должна вызывать резких изме- 
нений конформационной подвижности молекулы ангиотензина. 
Таким образом, изменение величины рО.2 в результате амино- 
кислотных замен в положениях 1, 2, 3, Би 7 можно со значи- 





Таблица 3.1 


Миотропная активность аналогов ангиотензина, полученных 
заменой аминокислотных остатков на аланин [262] 


Параметры миотропной реакции 


Аналог Аорта кролика Желудок крысы 





[#2 ро» [72 | р? 





АТ 1,0 8,86 1,0 7,75 
[Аа -АТ 1.0 7.78 1.0 7,66 
[А1а?]-АТ 10 5,90 10 5,85 
[лаз] -АТ 1,0 7,73 1:0 7,33 
[Аа АТ 0,8— 0,9 4.14 5 -2 

[А1а5] -АТ 1,0 6,42 1,0 5,50 
[Аа 8 -АТ 1.0 6,10 0,8 5,50 
[А1а”|-АТ 0'93 6,73 1.0 5,83 
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тельной степенью уверенности отнести на счет конформацион- 


ных перестроек молекулы гормона. 

К С ЕНИЮ, ля большинства аналогов ангиотензина, опи- 
санных в литературе, известна лишь недифференцированная 
оценка их биологического эффекта — прессорная активность, а 
раздельные оценки величин 9% и рО»› отсутствуют. В этом слу- 
чае, разумеется, отнесение эффекта на счет того или иного 
структурного изменения может быть существенно менее одно- 
значным. Очевидно также, что столь сложный физиологическии 
сдвиг, как изменение давления крови, определяется реакциеи 
многих органов и тканей, так что использование данных о прес- 
сорной активности аналогов в сопоставлении с величинами &% 
и рО2 требует известной осторожности. 

С другой стороны, на примере тех аналогов, для которых 
помимо прессорной активности известны также оценки © и ро? 
(табл. 3.2), можно убедиться, что в подавляющем большинстве 
случаев основным фактором, определяющим падение прессор- 
ной активности, является именно снижение сродства к рецеп- 
тору. В первом приближении прессорную реакцию можно пред- 
ставить как линейную комбинацию реакций нескольких ангио- 
тензинчувствительных центров: 





у Во С 
АР= о, (3.1.1) 
- Е Бой -+ С 
учитываемых с весовыми коэффициентами В+. 
Р 
Ра 
100 
50 
АТ 
5 р, 
10:7 08 





“ моль/л 


Рис. 3.1. Кумулятивные кривые «концент < 
: рация—эффект» (КККЭ) для ана- 
Ее ование на. ыы различных Е ор ала- 
ея а желудка крысы [262]. Нумерация кривых соот- 
ра: атков в аминокислотной последовательности ангиотен- 
зина, которые заменены на аланин. | 
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В случае модификации, не затрагивающей значений о, из- 
менение величины отношения концентраций стандартного пре- 
парата Сет и испытуемого соединения С», вызывающих равный 
прессорный эффект, всегда будет приблизительно пропорцио- 
нальным изменениям ЕО": если значения ЕД? близки, — это 
очевидно, если одна из этих величин существенно меньше ос- 
тальных, — изменения ЛР будут определяться практически 


Таблица 3.2 


Аналоги, обладающие полной внутренней активностью (&=1), 
для которых исследованы миотропная и прессорная реакции 


_ даа ААААн 


Миотропная реакция 

Прессорная (Арб.=рО:ст—рЬ.) 

Аналог реакция* 
(У=2—1еР) 


Литературный 
источник 
Аорта Желудок 
кролика крысы 


[® 


—© 
> © 


АТ 

[Ве#]-АТ 

[МеВий ]-АТ 
-Азр-АТ 

-Аз| 


эт 


ю<оо®<ыоом 
С) <> 90 62 > сл с > 


| 
===) 





[роч 
. 


[баг!|-АТ 
[Ме Оу -АТ 
[Аср |-АТ 
|А1а?]|-АТ 
[Рго?|-АТ 
[2-АБи?]-АТ 
[Асрс?] -АТ 
[А1аз]-АТ 
[Асрс?]-АТ 
ГА1а5]-АТ 
[Асрсз]-АТ 
ГА]а”|-АТ 
[Асрс'|-АТ 
РО о раем лес. ое В ВИО Е неее 


|) 
< 

| 
>> 


—-о-ноньь-неео 
© 
<< 


дю -Фео- 
ооо 


1 


ю 
(= 
© 


РА 


юное 


> о 


© © © м®-— < 


52) 
> 
> 


юное 


2,13 


* Величина У представляет собой среднее от сообщаемых для данного 
аналога в различных экспериментах (литературные ссылки см. в тексте). 
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соответствующего члена. Если же модифика- 
этого, изменения величин 0 отдельных 
циональные), изме- 


только вкладом 
ция вызывает, помимо 
рецепторов (вообще говоря, уже не пропор 
нение реакции АР не будет столь однозначным. 

Тем самым можно предположить, что в случае сохранения 


величины &=1! должна наблюдаться хорошо выраженная кор- 
реляция между величиной 


А (3.2.1) 


и величинами Ар)э'=рОэ"— ро для соответствующих анало- 
тов ангиотензина (см. табл. 3.2). (Отметим, что величина у; 
вводится аналогично величине АрОх: У:=2—18 Р‚, где Р: — 
прессорная активность аналога в процентах от стандартной ре- 
акции, т. е. величина У для стандарта равна нулю, а ее увели- 
чение соответствует падению прессорной реакции.) Действи- 
тельно, расчет коэффициента корреляции величин У; и АрОх 
для двух типов мышц — полоски аорты кролика и полоски же- 
лудка крысы дает значения 0,83 и 0,91 соответственно. 

Таким образом, в случае аналогов ангиотензина, обладаю- 
щих полной внутренней активностью (©=1), в принципе допус- 
тимо использование показателя прессорной активности У в ка- 
честве приближенной меры изменения р)5; иными словами, этот 
подход может быть использован в отношении тех аналогов, 
которые получены модификацией остатков, не принимающих 
участия в генерировании вторичного сигнала, т. е. остатков В 
положениях 1, 2, 3, 5 и 7. 


3.2. АНАЛОГИ АНГИОТЕНЗИНА 
С МОДИФИКАЦИЕЙ В ПОЛОЖЕНИИ 1 


К настоящему времени в литературе описаны результаты 
биологического тестирования примерно 30 аналогов [\МаЁ]- и 
[Пе] -ангиотензинов с модификациями положения 1. Для мно- 
гих из этих соединений исследована не только прессорная но 
и а реакция (см. табл. 3.2). 
Е пельно а все аналоги этой группы с0- 
р Ните о высокую активность; некоторое исключе- 

т лишь аналоги [Вей]-АТ, для которого величина 
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Структурные аспекты активности аналогов ангиотензина 


АрО» равна 1,46 и 0,85 (аорта кролика и желудок крысы) и 
У—10, а также [МеВи|-АТ — АрБ»= 1,34 (желудок крысы) 
и У=16 (см. табл. 3.2). Таким образом, модификация моле- 
кулы в положении 1, по-видимому, не приводит к существен- 
ному снижению сродства к рецептору. 

Этот факт, в свою очередь, может быть интерпретирован 
как указание на то, что модификация положения | мало влияет 
на конформационные возможности молекулы в целом. В самом 
деле, замена остатка Азр' (или Азп') на остатки с существенно 
иными стерическими условиями приводит к получению анало- 
гов с высокой активностью: [2-Азр!|-АТ (У=0,0-—0,18 [175, 270, 
2831), [Р-Азп!|-АТ (У=0,04--0,0 [276, 2831), [В-Азр-АТ (У= 
—0,10--—0,18 [38, 76, 208, 266, 270, 273, 215]), [В-О-Азр'|-АТ 
(У=—0,18- —0,30 [270, 975], [РУГЕАТ (У=0,0-— —0,18 [108, 
2831), [@\У-АТ (У=0,44--0,30 [170, 3021), [Р-А!а -АТ (У= 
=0,0 [275, 308]), [ретро-Су!-СО]-АТ ( =—0,11 [5]). Харак- 
терные для некоторых аналогов отрицательные значения У объ- 
ясняются также упоминавшимся ранее фактором — защитой 
наиболее уязвимой в молекуле ангиотензина М-концевой пептид- 
ной связи от ферментативного расщепления. 

Характер бокового радикала в положении 1 не является, по- 
видимому, существенным для проявления специфической биоло- 
гической активности, хотя можно отметить, что более низкие 
значения У наблюдаются у аналогов, содержащих в положении 
1 карбоксил или карбоксамид; в число аналогов помимо пере- 
численных выше входят [5$ис|-АТ (У=0,30-=0,0 [77, 79]), 

[аш -АТ (У=- 0,70 [108, 2831), [@ш'-АТ (У=0,0 [283]) и 
[у-@ш-АТ (У=0,0 [108]). Другие замены приводят к неко- 
торому повышению значения У: [Аге\|-АТ (У=0,48 [231, 314]), 
[Ше|-АТ (У=0,60 [307]), Е (У=0,43 [262]), [Рго-АТ 
(У=0,23 [308]) и [4ез-Азр\-АТ (У=0,70-0,30 [69, 77, 170, 
230, 243, 269, 286, 302, 304, 3141). Исключение в этом ряду пред- 
ставляет, как уже упоминалось, аналог [Вей]-АТ (У=1,00 [275, 
308]), у которого можно было бы ожидать проявления повы- 
шенной устойчивости к ферментативному расщеплению. 

Для проявления биологической активности не является не- 
обходимой и @-аминогруппа молекулы: аналоги [Ас-Азп! - 


АТ (У=0,46-0,30 [1721), [В2(№0О2)-Азп!|-АТ (У=0,40-0,30 
[122]), [В2(МН2)-Азп!|-АТ (У=0,40-—0,30 [122]) и даже 
[ро1у-Зег-Ас-Азр'-АТ (И=0,40 [79]) и [ро-т, Р-А1а-Азр!]-АТ 
(У=0,30 [275]) характеризуются незначительным повышением 


к 
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величины \, а аналоги, в Которых блокирование а-аминогруппы 
сопряжено © повышением устойчивости к расщеплению, обла. 
дают еще большим прессорным эффектом: [Заг!]-АТ (у= 
=0,16-0,0 [260, 273, 308]) и [Меб!у!]-АТ (У=0,06-——0,86 
[58, 275, 308|). 

Таким образом, анализ влияния модификаций положения | 
на биологическую активность аналогов гормона приводит к 





























заключению, что остаток в этом положении не влияет сущест. ни №08 
венным образом на формирование пространственной структуры 3 ри "6 
молекулы. Можно заметить, что именно такой вывод следут | И (и ) 
из данных расчета стабильных пространственных структур ан Ты 
гиотензина, изложенных в главе 1. В то же время модификации и 
положения | весьма важны с точки зрения повышения устой- ыы <дое КОЛИ" 
чивости молекулы к расщеплению аминопептидазами. т уе мене 
в 
ого заряда боков 
9 ив то Же Ве 
ы к АНАЛОГИ АНГИОТЕНЗИНА Г У. м 
ДИФИКАЦИЕЙ В ПОЛОЖЕНИИ 2. ‚ ОМ = 
КВАЗИЦИКЛИЗА м 
бе ЦИЯ МОЛЕКУЛЫ АНГИОТЕНЗИНА 1.4569 
АКТОР СРОДСТВА К РЕЦЕПТОРУ Зи ВАЖНО | 
Наиболее расп =: 
ространенн ж 
роли остатка Аго? ОЛЕКУЛЬ"АНЕ настоящее время объяснение Ве ОНОГО ке 
иСНА сб бецелкором Е в процессе связыва- и вади Ипа 
ложительно заряженная инь на предположении, что по- ба Ма ЩИ 
гинина взаимодействует непо вая группа боковой цепи ар” О Чао В 
пами рецептора, стабилизи средственно с ионогенными ГРУП” р о т 
(например, [262]); в то ж руя гормон-реценторный комплекс ОН к 920 
турообразовании мейсктлЫ "РОВ участие остатка Аг8? в струк т ви) к 
моделью пространственной ормона, как это предполагается чает, (1 
ной в главе 1, полностью структуры ангиотензина, предложен” р" а 
ие а 
структуры мол ению гипотезы о к ИКИ | ож 
римолекулярной речь ангиотензина с об Ге] квазицики Зоо М 
...-ООСРнез (см жа а типа те МНС (МНО) у. \ м 
толковани в дает возможн Е Ее , 
то ВЕ ЕЕ тады более полного Ис” \ Ч О 
Наличие дификацией в положен нологической активности м ка 
рр те положительног ни 2. “60 й 
ляется важным о заряда боковой мА 
доказывается как н фактором биоло ой цепи в положени, та М 
ак низкими значен гической активности; это | С Ам и 
иями У для аналогов, обла" А 
мт 
м 
| 
ум 
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дающих таким зарядом: [Огп 


АТ (У=1,00 [281]), так ир 
для аналогов с 
(У=1,77 [276]), [УаР]-АТ 
-152-- 1,0 [30, 32, 187]), [А 


(У=189 [368]), [2-АБи?]-АТ (У 


показано выше, характер ам! 


нейтральными 


тивности аналогов ангиотензина 


2]-АТ (У=0,70 [268, 286] ), [Гуз?]- 
езким увеличением этой величины 
боковыми цепями: [С1?]-АТ 
(У=1,30 [281]), [61у?]-АТ (У= 
1а?]-АТ (У=1,11 [262]), [Рго?]-АТ 
2,05 [262]). Поскольку, как 
нокислотного остатка в положении 


1 мало влияет на величину У, к числу аналогов, падение прес- 


сорной активности которых 
цепи аргинина, можно добав 
[187]), [З$ип', @1у?]-АТ (У= 
—=1,98 [30]), [Рг', @1у?]-АТ 
ность в общих чертах сохра 


обусловлено элиминацией боковой 
ть также [Зис!, @1у?]-АТ (У=2,0 
1,97 [187]), [Нуа', ©@1у?]-АТ (У 
(У=1,99 [30]). Та же закономер- 
няется и для аналогов [4е5-Азр']- 








АТ, большое количество которых рассматривается, например, в 
[69]. Тем не менее существуют аналоги, лишенные положитель- 
ного заряда боковой цепи остатка, находящегося в положении 
2, ив то же время обладающие сравнительно низкими зна- 
чениями У: [Аге(№05)?]-АТ (У=0,30 [170, 267, 286]), [@1у’, 
С1у?]-АТ (У=0,82--0,70 [31, 66]), а также некоторые аналоги 
[4е5-Азр'|-АТ [69]. 

Здесь важно отметить еще раз то обстоятельство, что, со- 
гласно расчетным оценкам, внутримолекулярное взаимодейст- 
вие ионного типа является важным, но не решающим факто- 
ром реализации квазициклических структур молекулы. Как 
было показано в разделе 1.2, полная нейтрализация одной из 
ионогенных групп не вызывает существенных перестроек в 
иерархии стабильностей структур молекулы, хотя конформаци- 
онная подвижность пептидного остова при этом значительно 
повышается. Следует ожидать, что частичная деионизация ука- 
занных групп или повышение диэлектрической проницаемости 
среды, возможные при взаимодействии молекулы с рецептором, 
также приводят к некоторому увеличению ее конформационнои 
подвижности, облегчая тем самым конформационные превра’ 
щения, вероятные на различных этапах этого взаимодействия. 

Высокая активность аналога [Аге (№О»)?]-АТ может быть, 
таким образом, объяснена сохранением в этом случае ириеУ- 
щей нативной молекуле системы внутримолекулярных невалент 
ных взаимодействий с участием атомов рокот а ос- 
татка Аго (№02). В случае же аналога [@1у', ©1у*]- С, 
предположить, что конформационно гиокии им а 
несущий заряженную а-аминогруппу, вовлекаясь : 
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рбоксилом, способен «заменить» бо- 
ковую цепь аргинина, что стабилизирует квазициклические 


структуры, характерные для природного гормона. Эта Ре 
была проверена конформационным анализом молекулы ана- 
лога. Схема расчета выглядела следующим образом: вначале, 
по результатам расчета С-концевого гексапептида, были ото- 
браны лишь те его конформации (различающиеся типом струк- 
туры пептидного остова), которые превосходили по конформаци- 
онной энергии наиболее стабильную менее чем на 15 ккал/Моль. 
Конформационная подвижность полной молекулы исследова- 
лась на примере модельного фрагмента: МН+-О1у-@лЛу-Уа-А1а- 
\Га1-А1а-Рго-АМа-СОО-. 

Расчет модельного фрагмента показал, что наиболее ста- 
бильные его конформации относятся к числу квазициклических 
структур. Для дальнейшего расчета было отобрано 20 конфор- 
маций. энергия которых превосходит энергию наиболее ста“ 
бильной конформации фрагмента не болбе чем на 10 ккал/моль. 

Указанные конформации рассматривались на уровне полной 
молекулы аналога [С1у', ©1у?]-АТ, причем по результатам рас- 
чета С-концевого гексапептида выбирались наиболее стабиль- 
ные для данного типа структуры пептидного остова конформа- 
ции боковых цепей. Следует отметить, что с введением в рас- 
смотрение боковых цепей иерархия стабильности конформаций 
остова молекулы в значительной степени дифференцируется: 
конформационной энергией ниже 10 ккал/моль характеризуется 

лишь 9 типов конформаций остова полной молекулы аналога 
ры ©1у?]-АТ, перечисленных в табл. 3.3. : 
тете мак полученных результатов с данными 0 
рмациях природного гормона следует учиты- 
вать, что фрагмент С1у-СЛу рассматривается как своеобразный 
а боковой цепи остатка Аго? или, иными ОВЕН, 
Сконщелого токсалептила. структуры пептидного остова 
алее м 
еее 
пептидной группы между вторым и = = сое зе ай 
довательно, с точки зрения общих ее остатками и, сле- 
молекулы, представляют собой один тип ое ата 
важно учесть, что сравниваться долж ООВ пабо ыы тени 
поскольку разница в энергиях в В оба набора в целом, 
ными конформациями легко может ыы между отдель- 
ыть компенсирована, на- 


ного типа с С-концевым ка 
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Таблица 3.3 


Наиболее стабильные конформации пептидного остова 
аналога [С1у', С1у?]-АТ 





Конформация остова 





АО, 
с у у | \а1 | Туг \а1 Н!$ Рго | А. 
1 В К В 1 В В В В 0,0 
Ре а ина ЧЕ: рык оды 0,4 
3 ВОН —- ВВ В -В— В 1,6 
ЕВЕ Воо Вар ВАт Вео ВВ >В 61 
5 В Н В В К В В В 7,0 
ЕЛЕНА НВ ОЧ НИВЕ В 74 
7 В т рескоВоне Воин вые 7,9 
8 В Н В В В В В В 9,1 
9 В Е В В К В В В 9,9 





пример, некоторым ослаблением электростатического. взаимо- 
действия между концевыми группами молекул. 

С учетом сказанного можно констатировать полное совпаде- 
ние структур аналога [@1у!, ©1у?]-АТ, описанных в табл. 3.3, 
со структурами, содержащимися в наборе наиболее стабильных 
конформаций природного гормона. В то же время одна из 
структур, допустимых для природного гормона, характеризую- 
щаяся конформацией ВК остова фрагмента Туг-Уа! и конфор- 
мацией В остатка Рго’, отсутствует в таблице; по данным рас- 
чета, лучшей конформации такого типа аналога [@1у', @1у?]- 
АТ соответствует энергия 11,5 ккал/моль. Таким образом, 
можно сделать вывод, что молекула аналога [@1у', ©1у?]-АТ, 
будучи весьма сходной по пространственной структуре с моле- 
кулой природного гормона, несколько более ограничена в кон- 
формационной подвижности, что, вообще говоря, может проя- 
виться на некоторых этапах гормон-рецепторного взаимодейст- 
вия, требующих существенных конформационных перестроек 
молекулы гормона. Тем не менее ясно, что именно сохранение 
характерных квазициклических структур является причиной 
сравнительно высокой активности этого аналога (отметим, что 
аналог [Ас-С1у`, 61у?]-АТ полностью неактивен [66]). 

Еще одним аргументом в пользу развиваемой системы пред- 
ставлений является существенное повышение величины У и 
логов, содержащих в положении 2 О-изомер аргинина: [Р-Агэ?] - 
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АТ (У=1,40 [302], [2-А 
ро-в1у'-СО-Р-Аге | -АТ 
Р-Аго?\-АТ (У=1,82 
Р-изомеров аминокислот су 
(подробнее см. раздел 3.6), и, 
добной замены могут возникну 
стабилизации характерных кваз 
Следует отметить, что п 


логов может быть связано и с выраженн 
ностью гипотетических контактов гуанидиново 


$п!, Р-Агб?] АТ (У= 537 [276], [рет- 
(У=1,47 [5]) и [Е-О-ретро-@1у Со: 
[3]). Локальные стерические условия 
шественно иные, чем [.-изомеров 
следовательно, в результате по- 
ть напряжения, приводящие к де- 
ициклических структур молекулы. 
овышение величины У приведенных ана- 


ой стереоспецифич- 
й группы остатка 


Аго? с ионогенными группами рецепторов. Однако в этом слу- 
чае следовало бы ожидать также повышения величины У ана- 
логов [4е5-Азр-АТ, полученных заменой М-концевой амино- 
кислоты на ее О-изомер, в то время как в действительности 
зачастую наблюдается обратное явление [186]. 


Объяснение этого интересно 
на предположении о повышенно 
дазам аналогов [4е5-Азр']|-АТ с 


го эффекта обычно базируется 
й устойчивости к аминопепти- 


Р.аминокислотами в М-конце- 


вом положении [262]. Можно утверждать, однако, что на сни- 
жение величин У этих аналогов влияют также чисто «конфор- 
мационные» факторы. Последствия изменения стерических УС- 


у 
180 











о 180 ф° 


Рис. 3.2. Потенциальные карты ами- 
нокислотного остатка Г.- (сплошная 
линия) и О-конфигурации (пунктир) 
находящегося в М-концевом положе“ 
нии пептидной цепи со свободной 
а-аминогруппой. 


ловий при замене М№-концевой 
аминокислоты на ее Р-изомер 
иллюстрируются конформаци- 
онной картой рис. 3.2: для Г- 
аминокислоты стерически «раз- 
решенными» оказываются рай- 
оны конформаций остова типа 
В и Г а для О-аминокис- 
лоты — типа В и Н. В то же 
время данные расчета гепта- 
пептида  [4е5-Азр-АТ (АТ 
2—8), приведенные в табл. 1.3, 
свидетельствуют о том, что наи- 
более стабильными его струк- 
турами (ЛИ-—5 ккал/моль) 
являются структуры с конфор- 
мацией остова остатка Аге? 
типа КВ, причем самая стабиль- 
ная структура — КЕВЮКЮВВВ = 
остается в числе стабильных 
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структур молекулы и после добавления остатка Азр'. Иными 
словами, в случае гептапептида со свободной а-аминогруппой 
(но не октапептида!) замена остатка Аг? на О-изомер приводит 
к дальнейшей стабилизации характерных квазициклических 
структур, что отражается в повышении сродства полученных 
аналогов к рецептору. Учитывая, что упомянутые характерные 
структуры оказываются достаточно стабильными уже на уровне 
С-концевого гексапептида (см. табл. 1.2), можно ожидать, что 
аналогичные соображения окажутся справедливыми и в отноше- 
нии аналогов [4е5-Азр!|-АТ, содержащих в М№-концевом положе- 
нии О-стереоизомеры &-алкильных остатков: А!а, Ари, Муа, Геи 
[69]. Однако сравнительно низкие значения У для аналогов 
[4е5-Азр', Э-А1а?]-АТ (У=0,32), [4е5-Азр', Р-АБи?]-АТ (И=0,64 
|69]) и [4е5-Азр', О-М№а?]-АТ (У=0,89 [69]) вряд ли удастся 
объяснить только структурными факторами. 

На факт квазициклизации стабильных пространственных 
структур молекулы ангиотензина, поддерживаемой внутримоле- 
кулярной связью ионного типа, указывают также данные об 
активности аналогов, полученных модификацией остатка, несу- 
щего вторую ионогенную группу, участвующую в этой связи, — 
РНе8. Модификация боковой цепи остатка РНез сильно сказы- 
вается на значении параметра < (см. раздел 3.5); здесь, однако, 
будут рассмотрены лишь аналоги с немодифицированной боко- 
вой цепью. Прежде всего это [Рвез-МН2]-АТ (И=2,00-—1,52 
[170, 267, 286] ) и [Р-Азр!, Рнез-МНз]-АТ (У=2,52 [175]), инак- 
тивация которых может быть приписана именно неитрализации 
С-концевого карбоксила. Более низкие значения У характерны 
для аналогов [Рвез-О-Ме]-АТ (У=1,00--0,44 [273, 286, 305]), 
[Рвез-О-Е-АТ (У=0,50` [273]) и [Рвев-ройу-Гуз]-АТ о (У= 
=1,0--0,52 [172]); в этих случаях, по-видимому, следует счи- 
таться еще и с повышенной устойчивостью аналогов но отноше- 
нию к карбоксипептидазам [273]. Наконец, очень РМ 
ние активности у аналога [Р-Рне*]-АТ (У=3,0 „[156, 259, ]. 
Следует учесть, что, занимая в аминокислотной ее > 
ности молекулы ангиотензина С-концевое А я 
РВе8 ограничен во вращении вокруг связи №— С“ относите и 
остальной части молекулы лишь взимодействием с ней м С 
ковой цепи и С-концевого карбоксила. В случае [Р-Р®ве]- = 
боковая цепь Р|Не8 могла бы, в принципе, занять то же полож а 
ние относительно остальной части молекулы, что ив еле 
цированной молекуле ангиотензина, с незначительным проигр 
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шем конформационной энергии; однако это и и 
иной ориентации карбоксила, участвующего в си = утри- 
молекулярном взаимодействии. Следовательно, резкое пониже- 
ние активности у этого аналога также может быть истолковано 
в пользу существования квазициклической структуры молекулы, 
замкнутой связью ионного типа и являющейся важным факто- 


ром сродства к рецептору. 


3.4. АНАЛОГИ АНГИОТЕНЗИНА 
С МОДИФИКАЦИЯМИ В ПОЛОЖЕНИЯХ 3, 5И 7 


Модификация молекулы ангиотензина В положениях 3, Би 
7 не приводит, как отмечалось выше, к понижению величины 
а; с другой стороны, инертные боковые цепи остатков \ав, 
У\Уа/Пе5 и Рго’ вряд ли вступают в непосредственное взаимо- 
действие со специфическими функциональными группами на по- 
верхности рецептора. Можно ожидать поэтому, что изменения 
величины сродства к рецептору у аналогов с заменами в этих 
положениях окажутся связанными в первую очередь с измене- 
ниями локальных стерических условий, а также с изменением 
таких физико-химических характеристик замещаемых остатков, 
как гидрофобность, объем и т. п. 

В справедливости этого предположения легко убедиться на 
примере аналогов с замещениями в положении 3: аналоги, В 
которых локальные стерические условия третьего остатка сов“ 
падают с таковыми для остатка \а!3, отличаются сравнительно 
низкими значениями И: [1е03]-АТ (У=0,0 [286]), [А1аз]-АТ 
(У=0,17—0,10 [195, 262]), [Тугз]-АТ (У=0,92 [284]). Отме- 
тим, ЗОВ последнем случае даже существенное изменение хи- 
о: род ‚боковой цепи не очень сильно повлияло на 

. этои же группе аналогов следует, по-ви имому, 
ват, -АТ (У=0,52—0,23 [4, 262, 294, 307]); аи 
обсуждается а. ЕЕ ен остатка подробно 
резкая потеря активности: [@1у3]-АТ (У=2,30 [3]) А] АТ 


(У=2.0 [207]), [С1у', @1у2, <] - = 
ИЕ т 1У3]-АТ (У=2,52—3;.0 '[31. 186]), 


Ана Й 
логичный вывод может быть сделан и в отношении за- 
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мен в положении 7. В самом деле, сравнительно низкие значе- 
ния У характерны лишь для аналогов, полученных заменами, 
сохраняющими локальные стерические условия остатка Рго’: 
[Нур']-АТ (У=1,01 [291]) и [М№-Ме-Ма -АТ (У=0,80 [64]). 
Все остальные замены в этом положении приводят к почти пол- 
ной утрате активности: [А1а”|-АТ (У=2,08—1,82 [262, 287]), 
[Р1р -АТ (У=2,70—2,0 [60]), [Асрс’]-АТ (У=1,92 [259]) и 
[С1у'|-АТ (У=4,3 [40]). 

Несколько по-иному обстоит дело в отношении замен в по- 
ложении 5: здесь, по-видимому, важен не только факт сохра- 
нения локальных стерических условий, но и характер боковой 
цепи. Действительно, замена остатка Уа/Пез на легко ионизи- 
руемые полярные остатки приводит к полной потере активности 
аналогов [Н!3°]-АТ [235], [Агез]-АТ [235] и [Туг]-АТ [235], 
тем не менее аналоги [5егз]-АТ (У=0,85 [235]) и [ТЬг°]-АТ 
(У=1,0 [188]) сохраняют определенную активность. Замены, 
вводящие в этом положении остаток, содержащий массивные 
дважды В-замещенные цепи, дают возможность сохранить высо- 
кую активность: [СВ55]-АТ (У=-0,15 [67, 188]), [Срёз]-АТ 
(У=0,05 [67, 188]), [Ае\]-АТ (У=0,13 [67, 188]), [а-Ие?]-АТ 
(У=0,0 [67, 188] ) и [Тьг-О-Ме|-АТ (У=-0,25 [188]). У ана- 
логов, содержащих в положении 5 остатки с алифатической 
боковой цепью, активность снижается по мере снижения объема 
боковой цепи: [1-еи5]-АТ (У=0,60 [286]), [Сраз]-АТ (У=0,62 
[68]), [№е]-АТ (У=0,68 [67]), [АБш]-АТ (У=0,80 [67]), 
[Ргоз]-АТ (У=1,0 [68, 235]), [А1аз]-АТ (И=1,52—1,13 [67, 
262, 307]). В эту группу аналогов можно, по-видимому, вклю- 
чить также аналог со «вставкой» фенильного кольца в остов 
молекулы — [АпБЗ]-АТ (У=0,72 [235]). Именно из-за зако- 
номерностей рассмотренного типа ны 
нести эффект падения активности на счет изме! ь 
еж сл в случаях аналогов [А15]-АТ о 
[68]) и [Заг?]-АТ уе20 [68]). С другой стороны, такое о еже 
нение причин ВЕ правомерно в случа 
аналога [О-Рго?]- =5, . 

В и можно отметить, что данные ве 


вчатые сведения о локаль- 


5- 
ных стерических условиях остова остатка \Уа/Пеб; тем более 


странным представляется вывод Вост [67, 68] о четкой ие 
сации структуры остова остатка \а!5 в конформации, характ 
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ризующейся значениями углов внутреннего вращения ф= — 120= 
304 ф=120=30°; впрочем, это заключение сделано не на ос- 
новании данных расчета конформационнои энергии молекулы, 
а с помощью моделирования структуры отдельных остатков на 
молекулярных моделях. 


3.5. АНАЛОГИ АНГИОТЕНЗИНА 
С МОДИФИКАЦИЯМИ В ПОЛОЖЕНИЯХ 4, 6 ИЗ 


Как указывалось выше, для аналогов ангиотензина с ами- 
нокислотными заменами в положениях 4, би 8 даже столь 
приближенное суждение о величине изменения гормон-рецеп- 
торного сродства по величине изменения У оказывается невоз- 
можным;, поскольку описанные модификации обычно сущест” 
венно изменяют характеристику внутренней активности (см., 
например, данные по соответствующим аналогам в табл. 3.1). 
Это обстоятельство, разумеется, ограничивает возможности ин- 
терпретации данных о величинах У аналогов ангиотензина с 
указанными замещениями. Так, в частности, несмотря на срав- 
нительно большое число описанных в литературе аналогов с 
модификацией в положении 6, нельзя сделать определенного 
вывода о необходимом для проявления активности характере 
боковой группы (подобно тому, как это было сделано в отно- 
шении положения 5). 

Самые разнообразные замены: на легко ионизируемые ос- 
новные аминокислоты — [1у38]-АТ (У=3,0 [284]) [Аге]-АТ 
(У=3,92 [152, 2931), [Оги?]-АТ (У=З 10—3,40 [1521 ) на али- 
фатические цепи — [Ме ]-АТ (У=2,89—2 64 [152] ) [еиб]-АТ 
(У=3;7 [1521), [А1а®]-АТ (У=2.10 [194, 2621), [61У8]-АТ (У= 
=3, 52 [262, 308]), [Аерсё]-АТ (У ме © 

р (У>>4,00 [259]), на кислые ами 
аВотиНе — [@1]-АТ (полностью неактивен [152]) или на 
ские остатки — [Рпе]-АТ (У=2,0—1,29 [152, 282]) 


кат х - 
[Та6]-АТ (У=2,0—0,72 [152]) резко повышают величину И 


К тому же 

м результату приводят даже незначительные модифи- 
[3-Ме-Н158]-АТ (У= 
АТ (У=3,30 [223]). В то же время 
1 а еНо высокую активность: 
терп ]. Таким образом, единственной 

риретацию в структурных терминах, 


кации имидазольного 

=1,30 [223]) и Мене .А На: 
аналог [Р2а]-АТ сохраня 
У=0,31—0,10 [63, 152, 24 
заменой, допускающей ин 
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Структурные аспекты активности аналогов ангиотензина 


в этом случае является замена гистидина на его стереоизо- 
мер — [Р-Н!58]-АТ (У=2,0—2,60 [144]). Аналог, полученный 
в результате такой замены, теряет активность, скорее всего, из- 
за изменения локальных стерических условий положения 6, что 
влечет за собой перестройку пространственной организации мо- 
лекулы в целом (подобные вопросы рассматриваются более 
подробно в следующем разделе). 

Примерно так же обстоит дело с интерпретацией данных 
биологического тестирования аналогов с заменами в положении 
4. Несмотря на то что в этом случае некоторые модификации 
остатка тирозина оказываются сравнительно мало влияющими 
на активность — [АВЁ]-АТ (У=0,60 [271]), [Туг(Т)*]-АТ (У= 
=0,48 [247]) и [Туг(12)*]-АТ (У=0,89 [247]), модификация, 
например, гидроксильной группы почти полностью лишает сое- 
динение активности: [Туг-О-Ме-АТ (У=2,70—2,0 [60, 108, 
284]). Почти полностью неактивны и аналоги с замещением ти- 
розина самыми различными типами неароматических аминокис- 
лотных остатков: [А!а“]-АТ (У=2,51 [262, 288]), [41“]-АТ 
(У>3,00 [108]), [е\“]-АТ (У=2,70 [262, 308]), [@1у“|-АТ 
(У=43—3.16 [40, 262]), [Асрс*-АТ (У=3,40 [259]); в то же 
время аналог [РНе*]-АТ сохраняет некоторую активность: И= 
=1,0—0,66 [262, 268, 286]. Изменение конфигурации остатка 
тирозина приводит, как и в случае остатка Н!86, к утрате ак- 
тивности: [Р-Туг“]-АТ (У=3,60 [3001). 

Положение 8 молекулы ангиотензина является наиболее 
«чувствительным»; большинство модификаций бокового ради- 
кала остатка Р|Не8 сопряжено с почти полной утратой внутрен- 
ней активности. Тем не менее некоторые модификации боковой 
цепи в этом положении, особенно замены на сходные по элек- 
тронному строению ароматические остатки, не приводят к рез- 
кому повышению величины у: [Ту!:з]-АТ а [284, 
2911), ГРне-Вг*]-АТ (У=0,30 [285, 286]), [ТаВ]-АТ рты 
[581), [Тгр*]-АТ (У=0,66 1581). ыыы т р нА 
няют также аналоки [СНа?]-АТ (И 0,70`[309]) и [Арь] 
(У=1,00 [309]). Замены иного типа, как правило, сообщают 
аналогам свойства антагонистов ангиотензина. 

Исследованию антагонистов ангиотензина, полученных моди- 
фикацией положения 8, посвящено большое количество квали- 
фицированных обзоров (см., например, [321, 324]). г 
что антагонисты, которые обладают высоким значением р», 
получены, как правило, заменами боковой цепи остатка Рве 
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цепи: Пе, Гец, УаЪ, Аа, Ари, В-А1а. 


1 ические боковые 
на алифатич слу, Твг, ТЬг-ОВ-Ме. Боль- 


Возможны, однако, и иные замены: 
шинство таких модификаций не изменяет локальных стеричес- 


ких условий остова в положении 8; тем не менее, значения рАо 
значительно варьируют от 9,21 в случае [11е8]-АТ до 6,54 в слу- 
чае [С1у*]-АТ [324] (тестирование на полоске аорты кролика). 
Замены, вызывающие изменение локальных стерических усло- 
вий, способны понизить значение рА2 ( [В-А1аз]-АТ, рА›=5,08, 
[2-а-Пе*]-АТ, рА›=7,32 [324] ). Следует упомянуть также, что 
значение рА», так же как и рОз, повышается в случае аналогов 
с одновременной модификацией положения 1, что, очевидно, 
связано с повышением устойчивости аналогов такого типа (на- 
пример, саралазин [Заг, А1а8]-АТ) к ферментативному рас” 
щеплению. 


3.6. ВОЗМОЖНЫЕ КОНФОРМАЦИИ 
ОСТОВА ОСТАТКОВ МОЛЕКУЛЫ АНГИОТЕНЗИНА 
(ПО ДАННЫМ БИОЛОГИЧЕСКОГО ТЕСТИРОВАНИЯ) 


В предыдущих разделах упоминался ряд аналогов ангиотен- 
зина, полученных с помощью структурных модификаций, вызы- 
вающих существенное изменение конформационной подвижно- 
сти и локальных стерических условий пептидного остова моле- 
кулы. Результаты биологического тестирования таких аналогов 
могут быть использованы, в частности, для суждения об огра- 
ничении конформационных возможностей отдельных остатков; 
при этом, очевидно, необходимо располагать оценками измене- 
ния локальных стерических условий пептидного остова в ре- 
зультате конкретной аминокислотной замены. 

Рассмотрим вкратце подобные эффекты, соответствующие 
наиболее часто используемым модификациям валентной `струк- 
туры пептидных гормонов. 

Остаток глицина отличается, как известно, наибольшей кон- 
формационной подвижностью остова, допуская реализацию 


всех четырех основных типов конформаций — В, К, Ги Н. Для 
всех прочих остатков Г.-конфигурации область Н оказывается 
стерически запрещенной, а область № — напряженной. Еще бо- 
лее ограничена конформационная подвижность остатка прол! 
который может принимать лишь две конформации — В или 


яна, 


ча” 
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Структурные аспекты активности аналогов ангиотензина 


Для остатков О-конфигурации допустимыми конформациями 
остова окажутся Н, Би К (последняя — стерически напряжен- 
ная), а область В окажется стерически запрещенной. Остаток 
Р-пролина, соответственно, сможет принимать только конфор- 
мации Г и Н. Интересный случай ограничения подвижности 
пептидного остова представляет собой @-метилаланин (А), 
для которого «разрешены» лишь конформации В и Г. 

Ограничение подвижности остова испытывают также ос- 
татки, расположенные перед пролином. Так, неглициновый ос- 
таток Г-конфигурации (например, остаток Н!$6 в молекуле ан- 
гиотензина) может принимать лишь два типа конформации 
остова — В и Г, а остаток О-конфигурации — соответственно 
НивК. Очевидно, если предшественником пролина оказывается 
другой пролиновый остаток Г-конфигурации, для него сущест- 
вует единственно возможный тип конформации — В; для остатка 
О-Рго, предшествующего пролину, возможна лишь конформа- 
ция типа Н. Совершенно аналогичные ограничения возможных 
конформаций остова предыдущего остатка вызывает включение 
в пептидную цепь остатков №-метиламинокислот [319]. 

Если соответствующая некоторому аналогу химическая мо- 
дификация структуры сопровождается изменениями стеричес- 
ких условий остова в описанном выше смысле, то по ее влия- 
нию на биологическую активность молекулы можно судить о 
необходимых для проявления этой активности конформациях 
отдельных остатков. Так, например, если в результате ограни- 
чения конформационной подвижности остова данного остатка 
активность резко снизилась, то можно полагать, что необходи- 
мая для проявления активности конформация этого остатка 
после произведенной аминокислотной замены оказалась в числе 
стерически «запрещенных». И наоборот, если активность ана- 
лога сравнима с активностью природного гормона, то это сви- 
детельствует о том, что конформация данного остатка стери- 
чески «разрешена» также и в молекуле аналога. 

Подобные рассуждения, однако, являются корректными лишь 
при соблюдении определенных условий. Истолкование причин 
утраты либо сохранения аналогом активности в чисто «конфор- 
мационных» терминах возможно лишь в тех случаях, когда 
аминокислотная замена не затрагивает боковую цепь, прини- 


мающую участие в генерировании вторичного сигнала (т. е. бо- 
ковые цепи в положениях 4, 6 и 8 молекулы ангнотен- 


зина). Более того, иногда важным для проявления активности 


9 — 3317 
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является также сохранение физико-химических характеристик 
заменяемой боковой цепи, и тогда, как отмечалось в разделе 3.4 
на примере аналога [4153] -АТ, объяснение эффекта изменения 
активности не сводится к констатации факта изменения локаль- 
ных стерических условий данного остатка. С другой стороны, 
для ограничения возможных конформации остатков, необходи- 
мых для генерирования вторичного сигнала, можно исполь- 
зовать данные биологического тестирования аналогов, получен- 
ных заменой таких остатков на их Э-изомеры; однако при этом 


всегда следует иметь в виду, что, например, утрата аналогом | стве и 
активности может быть обусловлена как стерическим «запре- 

шением» конформаций остова, характерных для природной мо- —-Ры 
лекулы, так и «неправильной» ориентацией боковой цепи. На | а. 
конец, изменение локальных стерических условий отдельного - м № | от 


остатка в общем случае необязательно должно повлечь зас0- | 8 
бой существенные изменения конформации молекулы в целом, 





организации молекулы; изложенное хорошо иллюстрируется 
данными тотального теоретического конформационного анализа 


именно поэтому вряд ли можно считать совокупность стери- | ‚ 
чески «разрешенных» конформаций отдельных остатков, выде- 8 Н 
ленную с помощью описанного анализа данных биологического 3 
тестирования аналогов, истинной «биологически активной» кон- | \ 
формацией молекулы (как это делается, например, в [206]). | 
Следует отметить, однако, что в случае сравнительно не- . 
большой молекулы ангиотензина изменение характера конфор- | | 
мационной подвижности отдельных остатков, особенно цент- 
| 
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ральных, почти всегда сказывается на общей пространственной } \ 
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| \ 
С_концевого гептапептида молекулы [Р-Туг“]-АТ. Как показано 
‚ ранее (см. раздел 1.3), конформационные свойства молекулы } 
ангиотензина целиком определяются свойствами этого фраг- 
мента; результаты расчета, представленные в табл. 3.4, пока- : ) 
зали, что в случае изменения конфигурации тирозина набор 
стабильных структур молекулы аналога резко отличается от к 
набора стабильных структур, характерных для молекулы при- А ) 
родного гормона. В частности, наиболее стабильные структуры А 
аналога характеризуются наличием конформации остова а у 
тр мене: О-Туг* и полным исключением из рассмотрения | \ 
= авы ет снеы обстоятельство можно было | АА 
аналогом биологической Е РЕ } , 


Таким г 
образом, с учетом изложенных ограничений можно | 
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предпринять попытку выделения возможных конформаций ос- 
това остатков молекулы ангиотензина, основываясь на резуль- 
татах биологического тестирования некоторых аналогов. Про- 
цесс такого выделения и его результаты описаны в табл. 3.5, 
которая содержит данные о величине У для каждого аналога, 
полученного заменой, изменяющей локальные стерические усло- 
вия остова остатка в том или ином положении, сведения о 


Таблица 3.4 


Сопоставление стабильных конформаций фрагментов АТ 2—8 
и [О-Тум“-АТ 2—8 


—__——8—&>&Б&6&6&й&й&ё&5ЯШЩУЫГЫГЮА 























де | Уы | БТ | ум | нз | Рю | Рае | икалмоль 
С ЕН В ВН ЕН бен АВР ЕЕ ИЕАНЙЫ 
В В В В В В В 0,0 
В Н 8,4 
В В В В В В В 5,5 
В 18 6,0 
В В В В В В В 5,6 
В Ъ > 
В В В В В К В 6,8, 
В 5 1,1 
В В в В В В В т 
15 Н >10 
В 1 В В В К В 6,5 
В Н 7.2 
В В В В В В В 7,6 
К н 7,3 
В В В В В В В 9,7 
В Н 3,6 
В В В В В В В 9,9 
В ъ 
рав в в=> равиек-яв >10 
р Н 1,5 
В В В Юю В } В ы 
Н хе 
В |. Г. В ЗВ ЗАВУ-РАВ >10 
- я 51 
В- В В В В К В >10 
В Н о 
Н В . 
Е 12 т. КВт .В а 
Е р В И 
5, Ю Е о Втьк В 
Е 5 84 


432 


Глава 3 


'Габлица 3.5 





на на основании данных 
й екулы ангиотензи 

нформаций остова мол 

в м ресссовой активности некоторых аналогов | 











3168 
Конформации остова | ИР ы 
к ‚ИИ 2 

<> с конформа- 0% 
Поеже | Авмог < у | разрешен | ар, | "ции р б 
о еьнЕЕелсЕр ое Е По | 
Е ОТО 
В В лы ЕТО 

-Аге?] -АТ 1,40 НЕЕ Е 
ь АЕ 0.59023 В, о В ной 1 0 
З [Ргоз]-АТ 0,52—0,23 В, К вн ОЗРАВАВ. 
ати не кт В’ в, 1 на 1а8А 
4 [2-Ту“]-АТ 3,60 ВЕ : № 1904 
[Ргоз] -АТ 1,00 В, 1. К вв | чаще 
5 [Ргоз] -АТ 1,00 В, В Г ы Таки 06 
[р-ргоз] -АТ 3,3 НГ В, —\ №. 
6 [Рго7]-АТ 0,00 В Ё В ‚| ВЕ структур 
[2-58] -АТ 2.0—1,40 Н, В ИВ р 
:7 1№-Ме-Рне?]-АТ 1,96 В В В м 
8 [2-Ррье*]-АТ 3.00 Н В В ‚ТОВ Мод 
ОС а 
анны 
стерически «разрешенных» или «запрещенных» конформациях Вам И 
остова остатка в данном положении и общие выводы о возмож- ть ты 
ных конформациях остова остатков. Как показано в разделе 3.2, "Ая } ТВ 
первый остаток молекулы не принимает существенного участия О 


в определении характера пространственной структуры моле- | 
кулы; соответственно, в табл. 3.5 рассмотрены лишь сведения 
о конформациях остатков 2—8 ангиотензина. 

По данным табл. 3.5 можно составить шестнадцать различ- 
ных совокупностей конформаций остова остатков, образующих 
молекулу ангиотензина (точнее, ее С-концевой гептапептид); 
несмотря на то что, как упоминалось, такие совокупности не 
могут дать полного представления о конформационных возмож- 
ностях молекулы, сопоставление их с предложенными моде- 
лями пространственной структуры ангиотензина, описанными в 
разделе 1.2, представляет определенный интерес. Очевидно, в 
частности, что данным табл. 3.5, т. е. результатам биологичес- 
кого тестирования аналогов, совершенно не удовлетворяют так 
ее состояние статистического клубка [233] и о-спи- 
< тот же вывод относится и к моделям 
остатка Ту [248] Мо р ающим конформацию типа Н для 

дель кросс-В-формы П, судя по значе- 












у а, 


Г 
гов а, 
ея ЗМ 
не Си 
в 
В В 
р | 
ев 
В, Н 
В ВН, 
К 
т ы В, 
я р 
В 1 


"= @ 




















133 


Структурные аспекты активности аналогов ангиотензина 
него вращения, приведенным в [104], имеет 
а С-концевого гептапептида типа ВВВВВЬВ, 
т. е. также не соответствует данным табл. 3.5: конформация 
типа В остатка Аго? не предусматривается в табл. 3.5. Кроме 
того, можно утверждать, что модель кросс-В-формы Г [74] 
также далека от структур табл. 3.5, поскольку ни одна из них 
не обладает наиболее характерной особенностью кросс-В-формы 
Т — изгибом В-типа в районе остатков Туг“-УаЕ. В то же время 
результаты теоретического конформационного анализа моле- 
кулы ангиотензина, изложенные в главе 1, называют в качестве 
одной из стабильных структур молекулы конформацию типа 
ВВВВЕВЕВ — одну из пестнадцати возможных структур по 
данным табл. 3.5. Кстати, эта же структура обнаружена рас- 
четными средствами в [117], на что указывалось в разделе №2. 
Таким образом, можно констатировать, что набор стабиль- 
ных структур молекулы ангиотензина, описанный в главе 1, не 
противоречит также и данным биологического тестирования 
аналогов молекулы; более того, интерпретация данных биоло- 
гического тестирования при использовании представлений о кон- 
формационных возможностях ангиотензина, полученных сред- 
ствами теоретического конформационного анализа, позволяет 
дать качественное объяснение многим закономерностям прояв- 
ления биологической активности этого гормона. * 


ниям углов внутрен 
конформацию остов 





РАЗВИТИЕ 
СОКРАТИТЕЛЬНОЙ РЕАКЦИИ 
ГЛАДКОЙ МУСКУЛАТУРЫ 
ПОД ДЕЙСТВИЕМ АНГИОТЕНЗИНА 


Молекулярные аспекты механизма действия ангиотензина, 
изложенные ранее, относились, по существу, лишь к различным 
деталям акта гормон-рецепторного взаимодействия с участием 
ангиотензина. Между тем этот акт является начальным этапом 
целого ряда сложных процессов, конечным результатом которых 
можно считать характерную для органа (или организма) реак- 
цию на ангиотензин, например сократительную реакцию клеток 
гладкой мускулатуры. Далеко не все этапы этого ряда изу- 
чены в настоящее время с достаточной степенью детализа- 
ции; ниже мы попытаемся затронуть лишь некоторые вопросы, 
связанные с развитием сократительной реакции и допускающие, 
в известной мере, интерпретацию в «молекулярных» терминах. 

Следует заметить, однако, что проблема исследования спе- 
цифических механизмов, лежащих в основе контракторного 
действия ангиотензина, — это прежде всего проблема первич- 
ных эффектов, вызываемых образованием комплекса «ангио- 
тензин—рецептор», ибо вполне вероятно, что дальнейшее раз- 
витие реакции осуществляется за счет процессов, которые мо- 
гут инициироваться не только ангиотензином. В этой связи 
представляются в высшей степени логичными попытки ряда ав- 
торов произвести проверку гипотезы об участии цикло-АМФ в 
реализации вызываемых ангиотензином внутриклеточных про- 
цессов. Оказалось, что ангиотензин существенно отличается >: 
большинства других пептидных гормонов: его действие, по-ви- 
димому, никак не связано с цикло-АМФ. Не было обна 7Ж 
Ног ‚Изменения активности ферментов системы а 
Цикло-АМ [ИЗ МЫ аи, а также изменения уровня 

давляющее большинство исследова- 
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телей склоняются к мнению, что наиболее существенный пер- 
вичный эффект ангиотензина заключается в изменении ионных 
потоков через клеточную мембрану [72, 126, 174, 218]. 


4/4. ИЗМЕНЕНИЕ ИОННОГО БАЛАНСА КЛЕТОК ГЛАДКИХ МЫШЦ 


Эффекты перерегулирования ионных потоков через мем- 
браны гладкомышечных клеток лежат в основе большинства 
модельных схем контракторного действия ангиотензина, хотя на- 
ряду с ионными механизмами не исключается возможность 
и иных путей действия гормонов на сократительные структуры. 

Выполненные к настоящему времени исследования влияния 
ангиотензина на ионный баланс мышечной клетки носят фраг- 
ментарный характер и не могут служить основой для вполне на- 
дежного суждения о соответствующих физико-химических меха- 
низмах. Обычно для обсуждения совокупности наблюдаемых 
эффектов привлекается одна из двух гипотез: открытие под дей- 
ствием ангиотензина ионных каналов (модель Шанже и род- 
ственные схемы) или перерегулирование процессов активного 
транспорта ионов. Не исключается также вероятность суще- 
ствования «смешанного» механизма, содержащего элементы 
моделей обоих типов. 

Представление об открытии в результате образования коми- 
лекса «агонист—рецептор» доступа ионов, исходящих из вне- 
клеточной среды, к находящимся в мембране ионофорам яв- 
ляется важной составной частью модельных механизмов деи- 
ствия многих мембранотропных агентов” [99, 179, 201]. Эта 
концепция наиболее четко сформулирована в работах Шанже 
с соавт. [101, 190] и получила значительное распространение в 
качестве удобной рабочей гипотезы, приемлемой для анализа 
результатов экспериментов с комбинированным воздеиствием 
агониста, различных ионов, блокаторов ионных каналов-и-т. > 
Принцип, положенный в основу модели Шанже, схематическ 


иллюстрируется рис. 4.1. = 
Молекулярные структуры и процессы, 

реализуются подобные механизмы, совершенно не ети 

большинство обсуждавшихся моделей связывает их функцио 


рование с аллостерическими эффектами или ни явле- 
ниями, индуцирующими структурные изменения на некотором 
ы тста [101, 190, 201]. 


удалении от места связывания агони 


с помощью которых 
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Глава` 4 


Ионная специфичность дей- 
ствия каждого мембранотроп- 
ного агента определяется, та: 
ким образом, типом (или ти- 
пами) ионных каналов, управ- 
ляемых соответствующим ре 
Факт существова- 


Агонист 


Ион 









ЧИ РРР НА цептором. 
И ния аналогов, обладающих не- 
к полной внутренней активно- 

Ионныя канал стью, указывает на возмож- 

ность «неполного открытия» 


ионного канала при образова- 
нии таким аналогом комплек- 
са с рецептором. 

Механизм, формально близ- 
кий только что рассмотрен- 
ному, предполагает непосрел- 






7%. 


о = 


Рис. 4.1. Модель мембранного рецеп- 
тора, регулирующего доступ к ион- 
ным каналам. 


ственную модификацию мем- 
браны ангиотензином. Некото- 


рыми исследователями в по- 
следние годы высказывалось предположение, что сам ангиотен- 
зин обладает свойствами ионофора [126, 139], изменяя, в част- 
ности, распределение ионов кальция в системе «хлороформ— 
вода»; липидные мембраны, модифицированные ангиотензином, 
обладали повышенной проницаемостью по отношению к ионам 
Ма, К, С1 [280]. 

Было также показано, что ангиотензин и его С-концевой 
фрагмент АТ 2—8 в концентрации 10-6—10-5 моль/л вызывали 
заметные сдвиги ионных проницаемостей мембран клеток во- 
доросли МИеИа Нехз, причем восемь других пептидных гормо- 
нов никак не влияли на электродиффузионные характеристики 
мембраны [55]. Следует все же отметить, что сама гипотеза 
о непосредственной модификации ангиотензином клеточной 
мембраны как о начальном акте, инициирующем сокращение 
очень плохо согласуется с двумя обстоятельствами: высокой 
специфичностью гормона и крайне низкими значениями насы- 
щающих концентраций. 
ия ея информация о влиянии ангио- 
> на проц переноса ионов через мембрану гладко- 

лышечной клетки с достаточной определенностью позволяет 


утверждать сам факт существования такого влияния; большин- 





хол а 
ЗСО (ВИК 
| зклериментов 
| зожной, Уве 
| локов натри 
пе тату 
| др 








‘тотензина 1 
Радиан 
К 


























137 





Сократительная реакция мускулатуры под действием ангиотензина 


ство предположений, высказывавшихся по этому поводу, бази- 
руется на данных о действии ангиотензина на ионный баланс 
мышцы или на измерениях ионных потоков. 

Данные, касающиеся потоков одновалентных катионов К 
и Ма, весьма противоречивы. В ряде работ содержится указание 
на то, что ангиотензин увеличивает выходящий поток натрия 
в различных гладких мышцах [153, 322]; в других эксперимен- 
тах было показано увеличение входящего потока натрия под 
действием ангиотензина [173, 174, 326]. Аналогичное заключе- 
ние было сделано также на основании результатов эксперимен- 
тов с комбинированным воздействием ангиотензина и ацетил- 
холина на продольную гладкую мышцу подвздошной кишки 
морской свинки [165]; впрочем, предлагаемая трактовка этих 
экспериментов не является, на наш взгляд, единственно воз- 
можной. Увеличение под действием ангиотензина выходящих 
потоков натрия было показано также на клетках симпатичес- 
ких ганглиев [136]. 

С другой стороны, гипотеза об увеличении под действием 
ангиотензина выходящих потоков натрия, направленных против 
градиента концентрации, предполагает стимуляцию этим гормо- 
ном калий-натриевого насоса. В ряде экспериментов получено 
косвенное или прямое указание на существование подобного 
эффекта [72, 218, 311, 322], причем было обнаружено, что ан- 
гиотензин вызывает увеличение активности К-Ма-АТФ-азы лишь 
в микросомах клеток-мишеней [72], в том числе клеток коры 
надпочечников. Последнее утверждение противоречит резуль- 
татам работы [166]; ряд авторов отрицают возможность сти- 
мулирования ангиотензином калий-натриевого насоса также и 
в клетках гладких мышц [112, 174]. 

В большинстве экспериментов не было обнаружено замет- 
ного влияния ангиотензина на потоки калия [112, 136, 174, 290]. 

Согласно многим экспериментальным оценкам, очень важ- 
ную роль в механизмах проявления функциональной активно- 
сти ангиотензина играет: эффект. регулящии кальциевых 1 
ков [198, 298, 326]. Исследованиями Лимаса и Кона |[ Г 
показано ингибирующее действие ангиотензина на активнос ь 
кальциевой АТФ-азы в «мембранной» фракции микросом р 
собаки: более того, ангиотензин оказывал аналогичное д Е 
вие и на активность щелочной фосфатазы — фев кв я 
рый, по существующим представлениям, играст важную ро 
функционировании «кальциевого насоса» [264]. 
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Глава 4 


В. эксперименте на аорте 


Зав иель/ кролика [126] ангиотензин 


) 





течи вызывал увеличение выхода 
45Са (рис. 4.2); по мнению 

| авторов работы [126], этот 
эффект связан с высвобож- 

Ангоотабаия дением кальция из внутри- 


клеточного депо. Это пред- 
положение согласуется с ре- 
зультатами работы, в кото- 
рой было показано высво- 
бождение под действием ан- 
— гиотензина кальция из МикК- 
и ро 30 1,"  росомальной фракции плаз- 
Рис. 4.2. Влияние ангиотензина на ско- Матических мембран клеток 
рость эффузии “5Са из ткани аорты кро- гладких мынщ аорты кро“ 
лика [126]. лика [96]. Представляет 
также интерес тот факт, что 
агенты, блокирующие поглощение кальция гладкомышечнон 
клеткой, ингибируют также и сократительную реакцию на ан- 
гиотензин [290]. 

Следует подчеркнуть, что все оценки и суждения, касаю- 
щиеся индивидуальных ионных потоков, должны восприни- 
маться с большой осторожностью, поскольку общий баланс пе- 
ремещения различных ионов через мембрану регулируется 
сложными отношениями, налагаемыми условиями сохранения 
электронейтральности и отсутствия электрического тока. В ре- 
зультате потоки отдельных ионов оказываются не независимыми 
и, например, увеличение выходящего потока одновалентных ка- 
тионов может оказаться просто следствием возрастания входя- 


щего потока кальция, так, чтобы выполнялось условие отсутст- 
вия электрического тока: 











2. ®:Ф'=0, (4.1.1) 
где ®; — заряд иона. 


Тщательный анализ ситуации особенно затруднен в случае 
обсуждения гипотез о возможном действии ангиотензина на 
процессы активного транспорта. Помимо отсутствия надежных 
теоретических основ для количественной трактовки этих про- 
Е Ни препятствием здесь оказывается недостаток 

рмации об изменении системы пассивных потоков, состав- 
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ляющих «фон» для срав- 
нимых с ними по интен- 
сивности  метаболически 
зависимых процессов пе- 
ремешивания ионов. 
Сравнительно простой 
объект для подобного 
рода анализа представ- 
ляют собой механизмы, 
лежащие в основе модели 
Шанже; исходя из пред- 
ставлений современной 
теории мембранных про- 
цессов можно опреде- 
лить, по крайней мере в 
самых общих чертах, ха- 
рактер зависимости, свя- 
зывающей число занятых 
рецепторов с величинами 


К 2. 
—® 














Рис. 4.3. Схема потенциального профиля 
клеточной мембраны. 


потоков ионов через клеточную мем- 


брану и коэффициентов ее проницаемости для различных ионов. 

Проанализируем на примере простой модели процесс диф- 
фузии иона через мембрану, обладающую, как это предполага- 
ется моделью Шанже, ограниченным числом ионных Каналов 


(ионофоров) некоторого сорта. Потенциальный! 
схематически представлен 
сматривать поток катиона {-го типа, 


мембраны 


: профиль такой 
на рис. 4.3. Будем рас- 
направленный из наруж- 


ной среды в клетку. Величины АЕ; суть энергии активации про- 
цессов перехода иона из наружного раствора в ионный канал 


(ЛЕ!), выхода из ионного 


канала в наружный (АЕ5) и внутрен- 


ний растворы (АЕз), а также перехода из внутреннего раствора 


в ионный канал 


скачок электрического потенциала у; с-учет 
тельства, в приближении 
следующие выражения ДЛ 


= 


1= 


хЕТ 


(ЛЕ4). Помимо этого, на мембране имеет место 


ом этого обстоя- 


постоянного поля, можно записать 


я соответствующих констант скоростей: 


АГ: ЧЕ 
е ЕТе #1; 
в (4.1.2) 


АЕ ФЕ 


ИВР р 


е ВТе 4ЕТ 
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где х — так называемый коэффициент прохождения через по- 


тенциальный барьер, принятый в теории абсолютных скоростей 
реакций. 

Обозначая общее число вакансий (ионных каналов) в мем- 
бране через ©, выразим поток через первый и второй потенци- 
альные барьеры в виде 


Ф:=^ [АС (9—9) —А19]; 
Ф.=^[№9—=^/2С:(9—=9)], 


где 4 — концентрация иона в мембранной фазе, А — расстоя- 
ние между барьерами. 
В стационарном случае для каждого иона 


ФиЕФИФ:. (4.1.4) 


Исключая 4, с учетом (4.1.2) находим 


(4.1.3) 





__ АР! Е УЕ 
е_вт (Соезит С ват 
ФЕ = 








(4.1.5) 


р РАНЕЕ 
К (се 4ВТ -- Се 4вт те ониеречнт 
2 2 


В терминах этого уравнения предполагаемый моделью 
Шанже эффект связывания рецептором молекулы агониста дол- 
жен заключаться в снижении энергий активации АЕ, процесса 
перехода иона из раствора в ионный канал. Справедливо, ко- 
нечно, предположить, что таким образом регулируется доступ 
не ко всем ионным каналам данного сорта; более того, в общем 
случае помимо ионных каналов существуют также и другие 
пути переноса ионов через мембрану. 

Пусть 0” 


— количество ионных каналов © рас. 
сматриваемы ЕЕ о Поши 


м классом рецепторов; суммарный поток, идущий 
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помимо этих каналов, обозначим через Фе. Тогда общий поток 
выразится соотношением 


Ф:=Фи-+9’[ (1-5) во] Х 








ФЕ ФЕ 
| НТ _С.р28т 
Через, х ваты (4.1.6) 
‚АКорж р р 
К (+ Соелаг 4-С;:е 48т ) ыы е ЧЕТ | оаВТ 
›В) В МЕ. ы Г: 2 
Й Потену где) — доля ионных каналов, «управляющий» рецептор кото- 
рых образовал комплекс с агонистом; ЕО и Ё1@ — «входные» 





: константы скорости, соответствующие случаям свободного и за- 
= нятого рецептора. 

На основании уравнения (4.1.6) можно сделать заключение, 
что регулируемый ионный поток Ф* линейным образом зависит 
от доли занятых рецепторов у. В действительности, однако, си- 
туация оказывается несколько сложнее. Прежде всего, в преды- 
дущих рассуждениях все компоненты потока Ф: полагались не- 
зависимыми: в частности, полагалось, что действие каждого 
рецептора распространяется на строго определенное число кана- 
лов, а какие-либо коллективные эффекты невозможны. Послед- 
нее предположение, очевидно, тем более справедливо, чем ниже 
плотность размещения рецепторов на поверхности мембран. 

Если, к примеру, рецепторы располагаются в узлах сетки, 
изображенной на рис. 4.4, а активируемые ими каналы — в при- 
я мыкающих к соответствующему узлу ячейках, то, линейность 
[С потока по у будет иметь место лишь при малой плотности 

рецепторов, поскольку при высокой плотности и больших дозах 
= некоторые каналы окажутся «активированными дважды». 
) С этой точки зрения поверхностную плотность размещения 
рецепторов ангиотензина можно, по-видимому, считать доста- 
точно низкой зд озоденЕни: Ноу данных [2001, 
на | мм? гладкомышечной клетки приходится примерно 10 ре- 
цепторов, что соответствует среднему расстоянию между ними 
3000 А. Для сравнения укажем, что характерный размер моле- 
кулы мембранного белка ^.50 А; можно тем самым полагать, 
что вклады, вносимые каждым рецептором в изменение ионных 
проницаемостей, являются независимыми. Справедливость Е 
суждений подобного рода была подтверждена в хлор э 
цепторов некоторых других биорегуляторов, стимулирующи? 




























активирцемый 
77 чонный канал 
77 
№ рецептор 


Рис. 4.4. Активация агонистом ионных каналов при 
низкой (а) и высокой (6) плотности рецепторов на по- 
Е _ 1 ‘верхности мембраны. 


гладкую мускулатуру; в случае адреналина оказалось даже воз- 
можным оценить величину элементарного вклада АС — изме- 
нения электрической проводимости мембраны, обусловленного 
единичным актом образования комплекса «агонист—рецептор». 

И все же зависимость потока Ф? от числа занятых рецепто- 
ров не может, строго говоря, рассматриваться как линейная. 
Дело в том, что вызванная изменением потока перестройка ион- 
ного баланса клетки приведет в конечном счете к изменению 
величины потенциала покоя Ф — важнейшего параметра урав- 
нения (4.1.5), так что новое стационарное значение Ф? уже не 
будет линейной функцией у. Зависимость величины потока от 
мембранного потенциала не связана с особенностями рассмот- 
ренной нами модели; уже наиболее простое приближение — 
феноменологическая теория Гольдмана дает для потока выра- 
жение, зависящее от электрического потенциала: 





ЕР 
ая ЕР; (Се ЕТС 2) 
Е ВТ Ве. (4.1.7) 
1-е вт 


где Р; — коэффициент п 


роницаемости мембраны 
В свою очередь, предпол раны. Эта величина, 


агается уже независимой от Фи явля- 
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ется коэффициентом пропорциональности между потоком и раз- 
ностью концентраций по обе стороны мембраны в отсутствие 





электрического ПОЛЯ: 
Ф;=Р(Сл-—СЯ). (4.1.8) 


Поэтому для большей определенности иногда говорят не об 
изменении ионных потоков под действием ангиотензина, а об 
изменении проницаемостей мембраны в отношении различных 
ионов. Следует, однако, иметь в виду, что коэффициент Р); явля- 
ется константой лишь в феноменологической теории диффузии, 
тогда как в случае биологических мембран, толщина которых 
имеет порядок линейных размеров образующих их молекул, ве- 
личины Р; оказываются существенно зависящими от распре- 
деления ионов и электрического профиля мембраны ор 

Например, сравнивая уравнение потока (4.1.5), выведенное 
в предположении ограничения числа вакансий в мембранной 
фазе, с уравнением Гольдмана (4.1.7), получаем следующее вы- 
ражение для эффективного значения коэффициента проницае- 
мости: 

Е. 


вт( ет) 





2 
—Ро$ ($). (4.1.9) 


Е НЕ ее: Пе 
ЕУ[к (+ семтчсе чет ее авт + е48Т 
2 


Изменение ионных проницаемостей приводит, как упомина- 
лось, к изменению потенциала покоя клетки; таким образом, 
если в результате действия агониста окажется И НЕ"И6: 
ная константа 1, это обусловит, в свою очередь, измене ны 
тенциала покоя, благодаря чему окажутся измененными и 
эффективные коэффициенты ионных проницаемостеи мем р: 
причем это изменение уже не будет пропореональны 
честву занятых рецепторов. Несколько примеров зав 


элек к 

трост ора 5 р от мемо ›анного по енциала 
( М 

к атического фак р ) х 


продстазааиоыи Во тт 10) рые лых значениях к 
ам х в 1. и еее 
Е ори ’слабовыраженной и Функция 


эта зависимость оказывается 


олее 
Р — почти линейной, но в общем случае ее форма примет б 
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сложный вид, причем для 
различных комбинаций 
У 1 величин параметров урав- 
нения (4.1.9) «поправоч- 


сы Е ный» фактор $(%) мо- 

зы жет убывать либо расти 

с увеличением м 
Несмотря на эти 0б- 


0,05 стоятельства,  индуциро- 
ванное агонистом измене- 


ие ние процессов переноса 


с 5 _ ионов через клеточную 
ы и 156 Ф мембрану следовало бы 


Н вер > 

Рис. 4.5. Зависимость электростатического трактовать имен ОВ р 
фактора $ от мембранного потенциала при - ‘минах увеличения ИЛИ 
_ различных значениях № _ снижения ионных прони- 


цаемостей, а не потоков, 
поскольку последние все 


же в гораздо большей мере обнаруживают зависимость от вто- 
ричного эффекта — сдвига мембранного потенциала. 


Показательным в этом отношении примером служат резуль- 
таты экспериментов, в которых исследовалось влияние наруж- 
ной концентрации К+ на величину выходящего потока натрия 
клеток гладких мышц артерий [192]. Снижение величины этого 
потока с уменьшением концентрации калия в наружном рас 
творе некоторыми авторами рассматривается как парадоксаль- 
ное явление [12]; между тем, с учетом гиперполяризации 
клеточной мембраны, вызываемой понижением наружной кон- 
центрации К+ (см. следующий раздел), такой эффект представ- 
ляется совершенно закономерным. Уравнение (4.1.7) как раз 
предсказывает снижение выходящего потока натрия. (или 


любого другого катиона) с 
а ) увеличением мембранного потен- 





о. внимание все эти соображения, наличные экС- 
ие Е А ангиотензина на процессы 
и ее ембрану клеток гладких мышц следует 
ее рекогносцировочные и пока далекие от 

. Построение на их основе не только количест- 
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вен Т 
Е делеи в настоящее врем не- 
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4.2, ЭЛЕКТРИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ ГЛАДКОМЫШЕЧНОЙ КЛЕТКИ 


Концентрации важнейших неорганических ионов в мио- 
плазме клеток гладких мышц составляют: К+ — 0,08—0,16 н., 
С] — 0,07—0,13 н., Ма+ — 0,07—0,13 н., Са — 0,01-—0,05 н. 
[135, 183]. (Это наиболее часто называемые величины; в зави- 
симости от объекта и методов измерения некоторыми исследо- 
вателями приводятся оценки, различающиеся даже на порядок.) 
Во внеклеточной жидкости содержание ионов калия значи- 
тельно ниже (в 3—10 раз), натрия — выше (в 5—10 раз), хлора 
и кальция — также выше (в 2—10 раз). К сожалению, резуль- 
таты прямых экспериментальных измерений распределения 
ионов в гладкомышечной ткани настолько противоречивы, что 
приведенное описание не может быть пока существенным об- 
разом уточнено. Некоторые суждения в отношении справедли- 
вости приведенных оценок могут быть, однако, сделаны на 
основании косвенных данных измерения электрических харак- 
теристик гладкомышечных клеток. 

В силу неравномерности распределения ионов между клет- 
кой и внеклеточной жидкостью на клеточной мембране возни- 
кает скачок электрического потенциала, Его величина с доста- 
точной степенью точности определяется уравнением Гольдмана 


Е. Ск -аСма Сао 

где «=Рка/Рк, \=Ро/Рк — отношения соответствующих ион- 
ных проницаемостей мембраны. Коэффициенты проямнлемани 
мембраны клеток гладких МЫШЦ для основных оз деи 
ются довольно значительно; например, по оценкам ной 
и Кастелса [135], в случае мембраны жаре я 
к т ионного соста 
мн ПЕЙ ПОЕТ = ТО см/с, для натрия — 

: —8 
1,2—1,8.10-8 см/с, для хлора — 6,7. 10-8 см/с. & 
ина мембранного потенциала вар 
В в зависимости от типа ткани; как 
енок основным потенциалоопреде- 
з к это ‘имеет место для 


Соответственно, велич 
рует в пределах 10—80 м 
явствует из приведенных оц 
ляющим ионом является К+, так же ка 
большинства биологических мембран. _ 

Как показано рядом исследований, Н 
Деполяризацию клеток гладких М - 


ангиотензин вызывает 
клетках ленты 


10 — 3317 
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ободочной кишки морской свинки этот НЫ ат, уже 
при концентрациях ангиотензина 5.10 моль/л | ]. Наиболее 
значительная деполяризация наблюдалась на клетках миомет- 
рия матки крысы — свыше 20 мВ (концентрация ангиотензина 
10-° моль/л) [174]; на клетках каротидной артерии овцы ан- 
тиотензин в концентрации 5.10-7 моль/л вызывал деполяриза- 
цию порядка 9 мВ [191]. В случае клеток мышц предсердия 
кролика, у которых ангиотензин вызывает сильную сократитель- 
ную реакцию, признаков деполяризации практически не обна- 
ружено [87]. 

Амон и Ворсел [174], исследуя зависимость деполяризую- 
щего влияния ангиотензина на клетки миометрия матки крысы 
от ионного состава среды, пришли к выводу, что деполяризация 
происходит вследствие увеличения проницаемости клеточной 
мембраны в отношении ионов натрия. Полная замена Ма+ в на- 
ружном растворе ионами лития. или магния приводила к исчез- 
новению электрической реакции клетки на ангиотензин; в то же 
время при отсутствии в среде ионов хлора, калия или кальция 
клетка сохраняла способность к деполяризации. 

Совершенно аналогичные результаты были получены на 
клетках симпатических ганглиев, у которых ангиотензин вызы- 
вал деполяризацию и снижение электрического сопротивления 
клеточной мембраны [136]; этот эффект сохранялся в бескалие- 
вых и бесхлорных средах, но исчезал в безнатриевых. 

Умеренные сдвиги коэффициента проницаемости Рма дол- 
жны вызвать деполяризацию, почти линейным образом от них 
зависяцхую; так, с учетом приводившихся оценок 
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ь № 
м, нове. лежит электроиндуцированное изменение проницаемости 
ты мембраны к некоторым ионам. Именно деполяризация мембраны 
и | За, ниже некоторого порогового уровня вызывает быстрое увели- 
дя % чение кальциевой и натриевой проницаемостей [61, 214], ив 
Пре у силу роста параметров © и у в уравнении (4.2.1) происходит 
С дальнейшее падение мембранного потенциала. Деполяризация 
Крат, мембраны вызывает также рост калиевой проницаемости, од- 
И не объ, нако этот процесс развивается более медленно. Тем не менее 
после выхода кривой кальциевой и натриевой проницаемостей 
ПОлЯризу, на уровень насыщения рост коэффициента Рк приводит к умень- 
КИ р, ние параметров & и у и, как следствие, к деполяризации 
Ярина, мембраны и возвращению обоих коэффициентов проницаемости 
| к исходным значениям; 
клеточной Амплитуда волны потенциала действия клеток различных 
‚ Ма вн» типов гладких мышц колеблется в весьма значительных преде- 
а к ис лах — от нескольких милливольт до 60 мВ и выше. Более того, 
ТН; 10 отдельные волны потенциала действия одной и той же гладко- 
ги кальция мышечной клетки могут также существенно различаться, в от- 


личие от мышечных волокон прочих типов и нервных клеток. 

Еще значительнее различия в продолжительности волны по- 
тенциала действия — от нескольких миллисекунд до несколь-” 
ких секунд. 

Система уравнений, описывающая развитие потенциала дей- 
ствия, весьма сложна и включает значительное число констант 
(см. например, [47]). Обычно для характеристики формы 
волны потенциала действия используются три показателя — 
от" амплитуда, скорость нарастания восходящей части и длитель- 


гучены # 
у ` ВЫЗЫ 
ения 





= ность. В некотором упрощенном представлении развитие волны 
потенциала действия описывается уравнением Чизмаджева и 
Маркина. [48]: 

а ат 
овес Вт (8) =0, (4.2.3) 

4? 4 
Й где В — сопротивление; с — емкость мембраны; [м — ток; $= 

(2 -х—[ х — координата, направленная вдоль оси клетки; о 


потенциала действия. 


ско анения волны ы 
рость распростр де ступенчатой функ- 


Представляя приближенно [.(8) в ви 


| . 
ой я’ ции, можно получить «кусочные» решения общего вида [242]: 
2 м у”, = Ак + Вике В ББ, (4.2.4) 
к и причем индекс Ё относится к различным интервалам 5. 
0 


Ре м 
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Впервые исследование влияния ангиотензина На форму 
волны потенциала действия гладких мышц было предпринято, 
по-видимому, Охаси с соавт. [226]; они установили, что ангио- 
тензин в концентрациях порядка 10-3 моль/м вызывает замет- 
ное снижение амплитуды потенциалов действия клеток ленты 
ободочной кишки морской свинки. Оказалось также, что ангио- 
тензин влияет на характеристики потенциала действия сердеч- 
ной мышцы. Более детально этот вопрос исследовался Боннардо 
и Реголи [87] на клетках мышц предсердий кролика. В этом 
случае амплитуда волны потенциала действия практически не 

изменялась под действием ангиотензина и двух высокоактив- 
ных его аналогов, однако на 20—25% увеличивалась скорость 





нарастания волны в начальной фазе и значительно возрастала ивымонщентращия 
ее длительность. Последнее обстоятельство указывает, как по- зу поотеза: ук 
лагают авторы [82, 211], на увеличение входящего потока каль- 1 об В 


ция в процессе развития волны потенциала действия. Напом- | а 
ним, что ангиотензин не оказал заметного влияния на величину | Меты м ль 
потенциала покоя клеток предсердий. и О 
В определенных условиях клетки многих гладких мышц са- "о |, 
мопроизвольно генерируют пикоподобные потенциалы действия И. 


(спайки), причем этот процесс может носить сравнительно ре Уаау 
гулярный или полностью р 
у нерегулярный. характер. 
Ангиотензин, действуя на 
46 гладкомышечные клетки, 


_ увеличивает частоту спай- 
ков [210, 226]; интерес- 
1 но, что такое же дейст- 
5) вие было показано и на 
некоторых типах нервных 
клеток [136, 299]. 
Концентрационная за- 
висимость этого эффекта 
































ангиотензина вряд ли до- х м ы 
пускает сколько-нибудь и) м 
строгую количественную м 
- я г з с трактовку при нынешнем 4 Е 
3С состоянии проблемы; мо- \ р 
Рис. 4.6. Зависимость частоты спайков во- `ЖНО ЛИШЬ сказать, что “ 





локна НЫ предсердия кролика от кон- соответствующие кривые ь и, 
центрации ангиотензина [87]. имеют в полулогарифми- | м 
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ческих координатах традиционную $-образную форму (рис. 4.6) 
а приближенные оценки р). близки величинам, получаемым в 
тестах на сократительную активность и в экспериментах с ра- 
диоактивнЫм ангиотензином. 

Характерное д 
возбу 


Я 


ля многих типов гладких мышц повышение 
димости при частичной деполяризации позволило некото- 
рым исследователям высказать предположение о стимуляции 
ангиотензином частоты спайков посредством снижения потен- 
циала покоя. Однако это заведомо не так в случае сердечных 
мышц, когда деполяризующее действие ангиотензина отсутст- 
вует; более того, он восстанавливает электрическую активность 
клеток предсердия кролика, деполяризованных высокими на- 
ружными концентрациями калия [210]. 

Другая гипотеза указывает на возможность увеличения час- 
тоты спайков в результате активации ангиотензином кальцие- 
вых каналов; в пользу этого свидетельствуют некоторые экспе- 
рименты, выполненные с использованием блокаторов ионных 
каналов [210], однако их результаты не позволяют сделать 
этот вывод окончательным. Как известно, поступление кальция 
в миоплазму — важнейшее звено развития сократительной ре- 
акции, и тот факт, что изменение под действием ангиотензина 
электрических характеристик клетки связывается с его влия- 
нием на механизмы кальциевой проницаемости, позволяет задать 
вопрос, насколько обусловленные ангиотензином электрофизио- 
логические эффекты могут рассматриваться как «передаточный 
элемент» в цепи явлений, вызывающих в конечном счете сокра- 
1ение. Ибо, в принципе, не исключено, что они являются лишь 
побочными событиями, не несущими в Этом смысле никак, 
«полезной нагрузки». Впрочем, такое ноль 
ляется маловероятным в связи, например, с В вании но ЯК 
Детельствующими о подавлении ни [98 150], 
гиотензин у деполяризованных калием гладких = С 
однако окончательный ответ на этот вопрос пок 





4.3. ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ КАЛЬЦИЯ В р 
И РАЗВИТИЕ СОКРАТИТЕЛЬНОЙ РЕАКЦ 


м, непосред- 

Согласно существующим представлениям, Е клетки, для 

ственно действующим на сократительные И Иестйует, однако, 
всех типов мышц являются ионы кальция. ‘>> х 








заметная разница ме 


мышцами в от 
плазму. Если 


) ождается из внут 
Е еполирисации клетки, а возможно, и некоторых других 
ладкомышечных клеток этот механизм явля- 
учае, не единственным. Как упоминалось в 
разделе 4.2, значительная часть входящего тока, возникающего 
енциала действия на клетках гладких 


стимулов, то для Г 
ется, во всяком сл 


в процессе развития пот 
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ношении 


жду поперечнополосатыми и гладкими 
механизмов поступления кальция в мио- 
в первом случае практически весь поступающий 
риклеточных депо под дейст- 


мышц, переносится как раз ионами кальция; таким образом, 
при возбуждении в миоплазму поступает некоторое количество 
наружного Са?+. Предполагается также, что при некоторых спо- 
собах стимулирования сокращения гладких мышц интенсифи- 
кация входящего потока кальция достигается не только за счет 
увеличения частоты спайков, но и за счет возрастания стацио- 
нарных проницаемостей Реа. 
Вопрос о структуре кальциевого баланса миоплазмы клеток 
гладких мышц при возбуждении не выяснен. Сократительная 
реакция различных типов гладких мыши в большей или мень- 
шей степени чувствительна к присутствию кальция в наружной 
среде [12]; с другой стороны, от этого фактора по-разному 
ракторная активность ряда соединений [100, 137, 


зависит конт 
178, 320]. 


Здесь следует отметить одно обстоятельство, обычно выпус- 
каемое из виду при обсуждении данных экспериментов по 
изучению влияния наружной концентрации кальция на сократи- 
тельную реакцию. Резкое снижение или полное подавление та- 
кой реакции в средах, лишенных кальция (или с сильно пони- 


женной его концентрацией) 


› рассматривается в ряде работ как 


указание на доминирующую роль притока внеклеточного каль- 
ция в развитии сокращения; такие соображения высказывались 


также и по 
м 


утрачивают 


поводу экспериментов с 


ежду тем ситуация оказывается более сло 
что в бескальциевых средах гладкомышечны 


возбудимость [12, 29]. 


ангиотензином [151, 219]. 
жной. Дело в том, 
е клетки полностью 
Помимо упоминавшегося 


ества ионов _ Та- 
ким образом, сократительная реакция кальция 


в бескальциевых средах 
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может быть блокирована не только (а возможно, и не столько) 
вследствие невозможности пополнения внутриклеточного пула 
активирующего кальция за счет притока извне, но и в силу по- 
давления электрической активности, стимулирующей высвобож- 
дение кальция, связанного во внутриклеточных депо. 


Наиболее 
механизм, включающий 
кальция, так 


как 


вероятным представляется ныне комбинированный 
мобилизацию внутриклеточного 
и приток его извне [320]. Считается, что быстрая, 


фазовая, компонента сокращения обусловлена мобилизацией 
внутриклеточного кальция, а медленная, тоническая, — поступ- 
лением кальция из наружного раствора [164]. Относительная 
величина каждого вклада для различных типов гладких мыни, 





по-видимому, неодинакова [125, 151]. 


Схематически возможные пути действия ангиотензина на Ди- 
намику концентрации кальция в миоплазме могут быть учтены 
в рамках модели, описываемой следующей системой уравнений: 


Сы то, — 0 [Сади- Сад) — 8 [банд 


(4.3.1) 


Ч 

а 

Са [са] (0} (Сар [Сары Са» 
где У — поверхность клетки, [Са]м, 


[Са]ь — концентрация Са?+ в миоплазме 
и депо, соответственно; смысл констант 
скоростей ясен из рис. 4.7. 

Приток в клетку наружного кальция 
описывается членом Фо, причем, если 
полагать, что он обусловен в основном 
потоками кальция, возникающими в про- 
цессе развития потенциала действия, его 
приближенно можно представить в виде 
некоторой периодической функции с час- 
тотой у, зависящей от примененной дозы 
ангиотензина. Помимо этого, в соответ- 
ствии с соображениями, обсуждавши- 
мися в предыдущем разделе, следует 
считаться с изменением под влиянием 
ангиотензина формы 
действия. Реабсорбция кальция 


волны потенциала 
из мио- 





Мчоплазма 


Рис. 4.7. Балансная мо- 

дель динамики Концен- 

трации кальция в мио. 

плазме гладкомышечной 
клетки. 











152 


Глава 4 


плазмы описывается членом Е: [Са] м, выделение из депо в мис. 
плазму — членом Е [Са]т- : 
По-видимому, кальциевое депо гладкомышечной клетки рас. 
положено в основном на внутренней поверхности мембраны 
[176], причем «кальциевая помпа» обеспечивает перенос ионов 
Са? из миоплазмы в депо. Константа скорости №2 выхода свя. 
занного кальция из депо и коэффициент ©, регулирующий «ак- 
тивный» поток кальция из миоплазмы в депо, могут также ока- 
заться элементами, «управляемыми» ангиотензином. Следует 
считаться с двумя возможностями такого управления: опосре- 
дованным воздействием через деполяризацию клеточной мемб- 
раны или непосредственным влиянием на механизм активного 
транспорта. Упоминавшиеся в разделе 4.1 данные об ингиби- 
рующем действии ангиотензина на кальциевую помпу мембран- 
ной фракции микросом, приводящем к выделению из нее каль- 
ция [96], указывают на возможность реализации второго пути 
миотропного эффекта ангиотензина. Возможно, он служит в из 
вестном смысле дополнением к рассмотренным выше механиз- 
мам, хотя не исключено также, что именно этот эффект явля 
ется ключевым актом, вызывающим развитие сокращения. 
Важно отметить, что такое предположение, вообще говоря, не 
противоречит данным об увеличении под действием ангиотен- 


а) „Мембрана 5) 
Депо 








Рис. 4.8 

ыы изображение концентрационного и 
о профиля мембраны до (а) и после (6) 
высвобождения кальция из депо. 
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и, 

авт зина входящих потоков кальция и частоты спайков. На рис. 4.8 
о ‚| схематически показано изменение концентрационного и элек- 
ен а трического профиля мембраны после высвобождения кальция 
о из депо под влиянием ангиотензина. Вследствие ингибирования 
Выхода ы кальциевого насоса, осуществляющего выведение Са?+ из мио- 
УЮЩий , плазмы, резко падает концентрация этого иона в депо, после 
"Также чего может измениться знак градиента концентраций на мем- 
м. Сы бране и появиться входящий поток кальция. Перестройка кон- 
Я: ОХ центрационного профиля приведет также к деполяризации воз- 
*| будимых структур мембраны, что, в свою очередь, вызовет уве- 






личение частоты спайков. 


М активно Количественная проверка соотношений (4.3.1) в наиболее 
00 ини | ‘общей форме в настоящее время затруднена из-за отсутствия до- 
пу мембра | статочного количества необходимых экспериментальных оценок, 
из’ Нее каль однако некоторые частные случаи могут быть рассмотрены. 


За исключением только что обсуждавшейся работы [96], ка- 


ого пу 
иг ой кие-либо экспериментальные исследования действия ангиотен- 
ею зина на внутриклеточную динамику кальция отсутствуют. Та- 
ти ким образом, справедливость предпринятых выше рассуждении 
фек и Может проверяться лишь косвенным путем. Одним из возмож- 
сокраще" ных подходов является сопоставление электрической и механи- 
ря | ческой реакций гладких мышц на ангиотензин. 


Наиболее сложным для анализа и в то же время наименее 
изученным этапом развития сократительной реакции гладкой 
мышцы является ее заключительная фаза — активация сокра- 
тительных структур ионами кальция: Прямые измерения, вы- 
полненные на изолированных сократительных структурах глад- 
ких мышц, дают лишь качественное описание зависимости сте- 
пени сокрашения от концентрации кальция [246]; можно 
предполагать, что аналогично тому, как это имеет место в слу- 
чае поперечнополосатых мышц, при умеренных концентрациях 
кальция эта зависимость окажется близкой к линейной [171]. 

Таким образом, предметом рассмотрения оказывается в 
конце концов динамика концентрации кальция в миоплазме. 

По оценке В. А. Бурого и М. Ф. Шубы [95], входящий 
поток кальция в течение развития единичной волны потенциала 
действия на клетке гладких мышц матки морской то 
повышает внутриклеточную концентрацию кальция на роты 
Хх 10-5 моль/л. Эта величина сравнима с предполагаемой пор 
ГОВОЙ концентрацией, индуцирующей развитие ной т. 
2,5.10-5 моль/л [168]. Соотношение вкладов «внеклето 
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различных типов мышщ может 


«внутриклеточного» кальция у 
от относительного 


быть различным в зависимости, например, 
объема саркоплазматического ретикулума. 

Какой из этих вкладов стимулируется ангиотензином? 

— Рассмотрим соответствующие двум предельным случаям мо- 

дельные соотношения. Предположим вначале, что приток «вне- 

клеточного» кальция весьма мал по сравнению с резервом, мо- 

билизуемым из депо под влиянием деполяризации мембраны. 

Система (4.3.1) может быть в этом приближении упрощена 

за счет исключения членов, описывающих «медленные» про 

цессы обмена кальция между клеткой и окружением, и с учетом 


[Са] м-+ [Са]»=Со=соп8 (4.3.2) 
а) 5 можно записать 
ф а[Са 
«ам во} (С. 


т ии зниы — [Са] м) —#[Са]ы. (4.3.3) 


Другой предельный слу- 

чай — полное преоблада- 

Р ние вклада «внеклеточного» 
кальция. Тогда приток каль- 


р ция извне определится не- 
| › которой периодической фун- 
кцией [4 (1), =] и для ма- 

лых изменений Со 


4[Са]м 
5 Ге 


(Са, 
=у[4 (2) , 2] ее 


— [Са] м. (4.3.4) 


РТ : Как упоминалось, ангио- 

т потенциала действия (1), тензин вызывает увеличение 

о ующие ей кривые сокращения у 

( у и динамики концентрации кальция длительности волны и = 

се ар (3) волокна мышцы пред- Тенциала деиствия сердеч- 

р. кролика в контроле (а) и после НОЙ МЬ 

обработки ангиотензином в концентрации оды ао ай 

ветственно увеличивается И 


го 10-7 молыь/л (б). 
Ес нюе А ониеитльно- @милигуда_ механической ре 


в ь= 
[87], 3 от с помощью акции р(Ю. Форма зависи- 
ия (+33). мостей ©9 и \, входящих В 
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уравнения (4.3.3) и (4.3.4), неизвестна, о 
ео ‚ однако ясно, чт й 
эффект будет иметь место для любой кривой ©, у реа 
: с Е , ; 
типа в случае обеих моделей. Проиллюстрируем это на прим 
модели первого типа, полагая римере 


9[+ (1 =х4 (0. (4.3.5) 


На рис. 4.9 экспериментальные данные работы [87] сопо- 
ставляются с зависимостью, определяемой соотношением (4.3.3). 
Решение (4.3.3) в этом случае примет вид 










[Са] м= Со@А ехр[-#—Ч(0]. | (ев — е-в#) ехр [1-4 (1) Таё, 
0 


где (4.3.6) 


4()=А ( -- = 


Увеличение длительности волны потенциала действия (до- 
стигаемое за счет уменьшения константы [> при сохранении ее 
амплитуды) вызывает увеличение амплитуды кривой, описыва- 
ющей динамику концентрации кальция в миоплазме. 

Представляя 4(1) в виде регулярной последовательности 
спайков формы (4.3.6), можно с помошью соотношения (4.3.3) 
продемонстрировать другой эффект ангиотензина — увеличе- 
ние частоты спайков. На рис. 4.10 расчетная функция [Са]м(0 
сопоставляется с данными работы [226]; действие ангиотензина 
на уровне Ч(Ё) моделировалось скачкообразным изменением 
частоты спайков. 

Следует, однако, иметь в виду, что кривые рис. 4.9 и 4.10 
построены с использованием весьма грубой модели исключи- 
тельно с пелью чисто качественного уяснения км 
вающихся процессов; разумеется, нет и речи о том, что и 
лать обоснованный выбор между моделью (4.3.3), (4.3.4) 
ющей мобилизации «внутреннего» кальция, „ еде: 


Л лишь внешнего каль- 
предпо. ий поступление в миоплазму 1 л 
и несколько замечаний по поводу 


ция. Наконец, следует сделать у 
еще одного Ем механизма — непосредое и, ыы 
бождения кальция из депо под действием Я та = 
= == нЕ И плазматических 
экспериментов с микросомальными фракция : 
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мембран клеток гладких 
мышц [96]; как отмечалось 
в предыдущем разделе, этот 

1 |\0мв эффект может вызвать де- 
поляризацию мембраны и 

увеличение частоты спай- 

2 оасевы ]1= ков. В этом случае установ- 
ление нового стационарного 

| уровня концентрации каль- 

ция в миоплазме оказалось 

3 ^^^^ЩМмю бы зависимым от характера 
взаимодействий многих вну- 

триклеточных механизмов, 

причем количественное опи- 

сание этих взаимосвязей да- 


ВЕ 


леко выходит за рамки 

Не возможностей современной 
ры биофизики; назовем хотя бы 
наиболее неопределенный 

Рис. 4.10. Электрическая (1) и механи- элемент  — зависимость 


ческая (2) реакции ленты ободочной 
кишки морской свинки на ангиотензин 
[226]; модельная функция Ч(В) (3) и 
динамика [Са]м (4), рассчитанная с 
помощью уравнения (4.3.4). 


между степенью деполяри- 
зации мембраны и частотой 
спайков. 

Качественные ‘рассужде- 
ния позволяют утверждать, 
что и в этом случае вызы- 
ваемые ангиотензином изменения электрической и механической 
активности имели бы характер, присущий зависимостям, пред- 
ставленным на рис. 4.10. То обстоятельство, что в некоторых 
случаях вызываемое ангиотензином увеличение частоты спайков 
не сопровождается заметным падением потенциала покоя (как 
это имеет место, например, в случае сердечной мышцы кролика 
[87]), не противоречит обсуждаемому механизму, поскольку 
при высвобождении кальция из «примембранного» депо деполя- 
ризации подвергается лишь собственно мембрана, а разность 
потенциалов между миоплазмой и внеклеточным раствором 
практически не изменяется. 

Вполне вероятно, что дискуссия по проблемам, затронутым 
в настоящем разделе, несколько преждевременна; мы обсудили 
относящиеся сюда данные главным образом с целью продемон- 
стрировать масштабы трудностей, стоящих на пути вполне 
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осмысленной трактовки последовательности событий, развива- 
ющихся в гладкомышечной клетке, подвергшейся действию ан- 
гиотензина. 


4.4. НЕКОТОРЫЕ ЭМПИРИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ СОКРАЩЕНИЯ 


В настоящем разделе будут рассмотрены подходы, не пре- 
тендующие на детальную трактовку физико-химических меха- 
низмов процесса сокращения; их использование обусловлено, 
скорее, желанием перевести на полуколичественный язык не- 
однозначные и зачастую расплывчатые термины типа «тахифи- 
лаксия», «десенситизация», «парадоксальная фаза», «спад» 
({а4е) и т. п. Эти понятия и соответствующие им эффекты от- 
сутствуют в «классической» оккупационной теории, но, посто- 
янно проявляясь в различных экспериментах, требуют для ин- 
терпретации иных средств помимо чисто вербальных. 

Наконец, постоянно возникает необходимость исследования 
зависимости сократительной реакции от столь важного (и легко 
регулируемого в эксперименте) фактора, как наружная кон- 
центрация Са?+. Именно эту цель преследовали прежде всего 
Гурвиц и Суриа [179], предложившие следующую упрощенную 
модель сокращения гладкой мыпщы: 


Е 

[Са]о+ У == 2 [Са]1-— [Са] (4.4.1) 
Е/з 
№ № 
[Са] + М == 2— реакция, 

Е’ 
где У — нные» кальциевые каналы; М — центры 
Е тительных структурах; [Са]ь 


связывания кальция на сокра т х 1] 
[Са]о и [Са]а — свободный внутриклеточный кажькяй, Нар 
ный кальций и кальций, находящийся В ее 
депо, соответственно; 22 И 23 —— комплексы кальция с 


рами и центрами связывания сократительных структур. 
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ом, ряд элементов сходства между 


Существует, таким образ с 
Е. ной выше системой, описываемой 


этой моделью и ре 
авнениями (4.3.1). : 
У аа зависимость сократительной реакции опи- 
шется выражением 
/ ны (+ [Са] ) + 
р= Вой4а [Са] МС ети 5 0 


а / 7:24 
ны (еаь °[Са]о+146С30 ) | : (4.4.2) 
Кб Ёз Аб 


причем величина р оказывается гиперболически зависящей не 
только от С, но и от [Са]о; именно такую зависимость наблю- 
дали на опыте авторы работы [179]. Впоследствии модель Гур- 
вица и Суриа в несколько модифицированном виде использо- 
валась в работах [99, 100] для интерпретации результатов 
экспериментов, в которых исследовалось влияние наружного 
кальция на сократительную реакцию гладкой мускулатуры, 
вызываемую аналогами ацетилхолина. 

С другой стороны, модель Гурвица и Суриа не может объ- 
яснить кинетику развития миотропного эффекта. Типичный при- 
мер семейства кинетических кривых, соответствующих различ- 
ным концентрациям ангиотензина, приводился ранее (см. 
рис. 2.13); аналогичные зависимости наблюдались и для ряда 
других контракторных агентов [100, 237]. По мере увеличения 
концентрации монотонная кривая р(Ё) превращается в переход- 
ную с выраженным максимумом; этот эффект отсутствует в 
системе, описываемой схемой (4.4.1). 

Для его объяснения были предложены две модели. Схема, 
развитая Пэйтоном [236, 238], предполагает, что фактором, 
инициирующим сократительную реакцию, является не количе- 
ство образовавшихся комплексов ‹агонист рецептор», а час- 
тота их образования. В результате этого вместо зависимости 


==6(2), (4.4.3) 
используемой в «классической» оккупационной теории, вводится 
постулат 

р==6[^! (9 —=) С]. (4.4.4) 


При включении зависимости (4.4.4) вместо (4.4.3) в «модель 
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биофазы» соответствующие кривые р({) действительно приобре- 
тают переходную форму, однако никаких других доказательств 
в пользу этой гипотезы получено не было. 

Другая модель, предложенная Уилбэром с соавт. [331] для 
объяснения переходной формы зависимости ©(#) при высоких 
концентрациях агониста, предполагает, что гормон-рецепторный 
комплекс может пребывать в двух состояниях, причем реакция 
пропорциональна числу комплексов первого типа в следующей 
схеме: 

Е №2 
А--О = а, = 22. (4.4.5) 
` А. Е 
уз 
о 


И в этом случае также отсутствуют прямые доводы в пользу 
существования такого механизма, выглядевшего маловероят- 
ным и с точки зрения более общих представлений рецепторной 
теории. 

Однако в формальном отношении модель (4.4.5) близка 
весьма правдоподобной гипотезе, согласно которой переходная 
форма кривых р(Ё) есть результат неких явлений истощения. 
В интересующем нас случае удобная иллюстрация этой идеи 
может быть получена на основе представлений, сформулиро- 
ванных в свое время Фурхтготтом [154, 155], который предло- 
жил рассматривать степень сокращения мышцы как стационар- 
ный уровень динамического равновесия в системе 


К 
Ма == Мс, (4.4.6) 
| 


где Мс и Мв суть сокращенные и покоящиеся сократительные 
элементы клетки. Всякое стимулирующее воздействие вызывает 


в конечном счете увеличение константы #1, сдвигая равновесие 
вправо. С другой стороны, следует считаться с тем обстоятель- 
ством, что всякий релаксировавший элемент нуждается в 5 
котором периоде покоя, прежде чем он окажется опять а 
ным к сокращению. Это означает, что общий пул элем сы 
находящихся в состоянии релаксации, может быть разде: 

на две части — готовых М; и не готовых к немедленному 
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сокращению Ма. В результате общая схема процесса может 
быть представлена в виде 
9(#) 
М;——> Мс, 
К; КЁ 
в 


(4.4.7) 


причем временная зависимость коэффициента 4(1) о 
счете определяется промежуточными стадиями разв и. 
ции. Например, можно предположить [179], что 9 пр т 
нально количеству кальция, связанного сократительными бе; 
ками: аиСа] [М]. (448) 
В этом случае, согласно ранее рассмотренным моделям, функ- 
ция 9(Г) окажется возрастающей (очевидно, в общем рае 
это следует понимать как возрастание в среднем за промежу 
ток времени, существенно больший интервал между двумя спай- 
ками). 

В еще более упрощенном представлении 4 может быть при- 
нято пропорциональным количеству комплексов «гормон—ре- 


цептор»: Е 
Се екр- (1+). 449) 


Решение системы 


ам 
а 9 М; ваМс; 


(4.4.10) 
ам; 
—в = (М-М;—Мс) -9(0М,, 


описывающей динамическое пове 
ной модели, в общем случае не может быть получено в форме 
квадратур; очевидно, однако, что при малых концентрациях аго- 
ниста 9<Ав,А; и развитие реакции будет осуществляться сим- 
батно 9({), т. е. кривая р(Г) окажется монотонно возрастающей. 
При больших концентрациях агониста 9», А; так что коэф- 


фициент 4 может рассматриваться как асимптотически посто- 
янный: 


дение только что рассмотрен- 


4 == (тах 


(4.4.11) 
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и система легко интегрируется: 


Мс =) —Ае- В — Ве-Ва, 


(4.4.12) 


1 К ЖЕНИ 
В=5 [Ч +в уу (в ,—9)*— 4 ай] ь. 


езии — 
ЧЕв-- ЧЕ; + в; ы 


Да В2О —9/Мо 
В2—В1 


= 9Мо—В:) 
В2—В1 


На рис. 4.11 семейство кривых р(Ь С), полученных числен- 


ным интегрированием системы 
(4.4.12) (коэффициент 9(й) за- 
давался в форме (4.4.9)), при- 
ведено в сопоставлении с экс- 
периментально найденными 33- 
висимостями временного раз- 
вития сократительной реакции 
восходящей ободочной кишки 
крысы на различные концен- 
трации ангиотензина. Кривые, 
соответствующие концентраци- 
ям 10-9 и 10-8 моль/л, апирок- 
симировались уравнением 
(4.412); таким же образом 
были получены оценки конс- 
тант Ёв, Аь х. Значения В, К 
для того же тест-объекта приво- 
дились ранее (см. табл. 2.6). 


Отметим, что эффекты ис- 
тощения как причина появле- 
ния фазы спада на временных 
зависимостях развития сокра- 
тительной реакции вовсе не 
обязательно должны  СВЯЗЫ- 
ваться именно с рассмотрен- 
ным механизмом. 


11 — 3317 


а) 
р 


5 10 1, мин 


Рис. 4.11. Семейство кинетических 
кривых р(Й, соответствующих раз- 
личным концентрациям ангиотензина: 
а — полученные экспериментально 
на восходящей ободочной кишке 
крысы, б — рассчитанные с помощью 
(4.4.10). 1 — С=10-8 моль/л, 2 — 
С=10-9 моль/л. 
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Уравнения, формально совпадающие с (4.4.10) или весьма 
близкие к ним, могут быть записаны и для модели, повторя. 
ющей только что приведенные рассуждения применительно не 
к внутриклеточным сократительным элементам, а к целым 
клеткам; с другой стороны, в рамках гипотезы о действии ан- 
гиотензина исключительно посредством высвобождения внутри- 
клеточного кальция система уравнений, описывающих динамику 
связанного сократительными структурами Са?+, окажется весьма 
сходной с (4.4.10). 

Приведенные рассуждения и оценки указывают, таким обра- 
зом, лишь возможные формальные причины, определяющие ха- 
рактер зависимости р(#); отнесение анализируемых эффектов к 
определенному этапу развития сократительной реакции тре- 


бует более детальных исследований, в частности на уровне над- 
клеточных процессов. 
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